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Περίληψη 

 A) Η έναρξη της νευρογένεσης βασίζεται στην ενεργότητα ενός συνόλου bHLH 
µεταγραφικών παραγόντων, των προνευρικών πρωτεϊνών [όπως οι πρωτεΐνες Achaete (Ac) και 
Scute (Sc) στη Drosophila melanogaster], των οποίων η έκφραση προσδίδει σε εκτοδερµικές 
περιοχές τη δυνατότητα να ακολουθήσουν νευρική αναπτυξιακή πορεία. Η τελική δροµολόγηση 
προς την ταυτότητα του νευρικού προδρόµου κυττάρου εξαρτάται από τη λειτουργική σχέση 
µεταξύ των προνευρικών ενεργοποιητών µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες, µεταξύ των 
οποίων οι, ανταγωνιστικές, HES [E(spl)] πρωτεΐνες. Οι Ε(spl)m7 και mγ είναι ισχυροί 
καταστολείς της νευρικής τύχης ακόµα και όταν υπάρχει περίσσεια ενεργής Sc και ακόµα και 
όταν η πρόσδεσή τους σε αλληλουχίες DNA έχει απενεργοποιηθεί. Επίσης, είναι ικανές να 
καταστείλουν γονίδια στόχους µέσω πρωτεϊνικής αλληλεπίδρασης µε τις προνευρικές πρωτεΐνες 
ήδη προσδεδεµένες σε αντίστοιχες αλληλουχίες σε ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων αυτών. 
Για τη κατασταλτική τους δράση είναι πάντα απαραίτητο να αλληλεπιδρούν µε το 
συγκαταστολέα Groucho. Περαιτέρω ανάλυση έδειξε ότι η αµινοτελική περιοχή της Ε(spl)m7, 
συµπεριλαµβανοµένου της bHLH περιοχής, και η καρβοξυτελική περιοχή της Sc αληλεπιδρούν in 
vivo και in vitro. Η καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης Sc ενεργοποιεί τη µεταγραφή και είναι 
υπεύθυνη για την στρατολόγηση της Ε(spl)m7. In vivo είναι επίσης υπεύθυνη για τη 
στρατολόγηση της E(spl)m7 κατά τρόπο εξαρτώµενο από τον ενισχυτή στο οποίο αυτή 
προσελκύεται, καθώς σε πιο σύνθετους ενισχυτές πρόσθετοι µεταγραφικοί παράγοντες 
παρέχουν εναλλακτικές επιφάνειες πρόσδεσης και αλληλεπίδρασης. Από την άλλη µεριά η 
ακεριότητα της περιοχής Orange είναι απαραίτητη για την ενεργότητα της Ε(spl) in vivo. 
 Ανάλυση γονιδίων ανταποκριτών και του προτύπου έκφρασης των εξωτερικών 
αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα ενήλικων ατόµων δείχνει ότι υπάρχουν δύο τρόποι δράσης 
των Ε(spl) πρωτεϊνών in vivo: α) άµεση πρόσδεση στο DNA και β) έµµεση πρόσδεση στους 
ενισχυτές µέσω προνευρικών πρωτεϊνών.  
 B) Οι Ε(spl) πρωτεΐνες ανήκουν στην οικογένεια των bHLH-Orange πρωτεϊνών. Βασικό 
χαρακτηριστικό των πρωτεϊνών αυτών είναι η περιοχή Orange, η οποία παίζει σηµαντικό 
ρυθµιστικό ρόλο ενδο- και διαµορικών αλληλεπιδράσεων και κατ’ επέκταση ίσως της 
ενεργότητάς τους. Υπάρχουν 13 αντιπρόσωποι αυτής της οικογένειας στη Drosophila 
melanogaster. Μεταξύ αυτών είναι η πρωτεΐνη Hey, η οποία ανήκει σε ένα διακριτό σύνολο µε 
εξελικτικά συντηρηµένα δοµικά χαρακτηριστικά. Τα οµόλογα γονίδια Hey των σπονδυλωτών 
έχουν εξεταστεί εκτεταµένα. Φαίνεται να παίζουν ιδαίτερο ρόλο σε πληθώρα αναπτυξιακών 
διαδικασιών όπως η νευρογένεση και η αγγειογένεση. Επίσης, φαίνεται να είναι άµεσοι 
µεταγραφικοί στόχοι του σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch. Οι Hey πρωτεΐνες σχηµατίζουν 
ετεροδιµερή µε τις Hes πρωτεΐνες, µε τις οποίες συνεργάζονται για την αποτελεσµατικότερη 
µεταγραφική καταστολή γονιδίων στόχων. Επειδή τίποτα δεν είναι γνωστό για την πρωτεΐνη Hey 
της Drosophila melanogaster, εξετάστηκε το πρότυπο έκφρασης της και η σχέση της µε το 
σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch. Tα αποτελέσµατα δείχνουν ότι εκφράζεται σε υποσύνολο 
νευρώνων του ΚΝΣ και ΠΝΣ στο έµβρυο, την προνύµφη και τη νύµφη και ότι η έκφρασή της 
παραµένει ακόµα και όταν η σηµατοδότηση Notch έχει σηµαντικά µειωθεί. Εποµένως, δε 
φαίνεται να είναι στόχος του Notch (υπό τις παρούσες πειραµατικές συνθήκες).  
 
 

 



Περίληψη -Abstract 

 10

Abstract  

 A) Neurogenesis in all animals is triggered by the activity of a group of bHLH transcription 
factors, the proneural proteins [i.e. Achaete (Ac) and Scute (Sc)], whose expression endows 
ectodermal regions with neural potential. The eventual commitment to a neural precursor fate 
involves the interplay of these proneural transcriptional activators with a number of other 
transcription factors, which fine-tune transcriptional responses at target genes. Most prominent 
among the factors antagonizing proneural protein activity are the HES [E(spl)] bHLH proteins. We 
show here that E(spl) proteins m7 and mγ are potent inhibitors of neural fate, even in the 
presence of excess Sc activity and even when their DNA-binding basic domain has been 
inactivated. Furthermore, these E(spl) proteins can efficiently repress target genes that lack 
cognate DNA binding sites, as long as these genes are bound by Ac/Sc activators. This activity of 
E(spl)m7 and mg correlates with their ability to interact with proneural activators, through which 
they are probably tethered on target enhancers. The co-repressor Groucho is always needed for 
target gene regulation. In addition, by using in vivo and in vitro assays we have discovered that 
the N-teminal region (including the bHLH domain) of E(spl)m7 interacts with the C-teminal 
domain of Sc. An important dual role for the Sc C-terminal domain is shown: on one hand it acts 
as a transcription activation domain and on the other it is used to recruit E(spl) proteins. In vivo, 
the Sc C-terminal domain is required for E(spl) recruitment in an enhancer-context dependent 
fashion, suggesting that in some enhancers alternative interaction surfaces can be used to recruit 
E(spl) proteins. As far as E(spl)m7 is concerned, the integrity of the Orange domain is important 
for in its activity. 

 Analysis of reporter genes and sensory organ (bristle) patterns reveals that, in addition to 
this indirect recruitment of E(spl) onto enhancers via protein-protein interaction with bound Ac/Sc 
factors, direct DNA binding of target genes by E(spl) also takes place. 

 B) E(spl) proteins belong to a family of bHLH proteins, called bHLH-Orange proteins. All 
members of this family share homology with respect to a region called the Orange domain, which 
is considered to play an important role in the regulation of the proteins’ intra- and intermolecular 
interactions and possibly thereby of their activity. Computational analysis of the Drosophila 
genome has shown that there are 13 representative members of this family. We were particularly 
interested in Hey protein. Hey protein belongs to a subgroup of bHLH-Orange proteins with 
distinct, evolutionarily conserved structural characteristics. Hey genes have been studied 
extensively in vertebrates and they have been shown to participate in numerous developmental 
processes such as angiogenesis and neurogenesis. They have also been shown to be novel 
targets of Notch signalling. Hey proteins are heterodimeric partners of Hes proteins, with which 
they co-operate to achieve a more efficient transcriotional repression of target genes. However, 
nothing is known about the corresponding gene in Drosophila. We have studied its expression 
pattern in various tissues and developmental stages. It has been revealed that it is always 
expressed in a subset of postmitotic neurons. Its expression pattern persists even after Notch 
signalling is seriously reduced, suggesting (at least under the present experimental conditions) 
that it is possibly not a target of the Notch pathway.  
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1 EIΣAΓΩΓH (MEPOΣ A)  

1.1 Nευρογένεση στη Drosophila melanogaster. 

Ένα από τα βασικότερα ερωτήµατα για την επιστήµη της νευροβιολογίας είναι πως 
δηµιουργείται η κυτταρική ποικιλότητα στο νευρικό σύστηµα του οργανισµού. Στα ασπόνδυλα, 
νευρικά πρόδροµα κύτταρα ακολουθούν ένα συγκεκριµένο πρότυπο µιτωτικών διαιρέσεων για 
τη δηµιουργία ενός  πολύπλοκου δικτύου νευρώνων και σχετιζόµενων µε αυτούς κυττάρων. Στη 
Drosophila τα νευρικά πρόδροµα κύτταρα είναι οι νευροβλάστες του κεντρικού νευρικού 
συστήµατος και τα πρόδροµα κύτταρα αισθητηρίων οργάνων του περιφερικού νευρικού 
συστήµατος. 

Στα επόµενα κεφάλαια θα δοθεί αρχικά µια συνοπτική περιγραφή ορισµένων βασικών 
απόψεων της ανάπτυξης του νευρικού συστήµατος στη Drosophila. Στη συνέχεια θα εισαχθεί η 
έννοια της πλευρικής αναστολής, του µηχανισµού επιλογής του νευρικού πρόδροµου κυττάρου 
από οµάδα ισοδύναµων αναπτυξιακά κυττάρων, που ισχύει τόσο κατά την πρώιµη νευρογένεση 
όσο και κατά την ανάπτυξη του περιφερικού νευρικού συστήµατος του ενήλικου ατόµου. Ο 
µηχανισµός της πλευρικής αναστολής και τα γονίδια που παίζουν βασικό ρόλο στην 
διεκπεραίωσή του θα περιγραφούν αναλυτικά στην περίπτωση της επιλογής του πρόδροµου 
κυττάρου των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων του αναπτυξιακού δίσκου του φτερού.  

1.2 Το εµβρυϊκό κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ) της Drosophila 
melanogaster. Xαρακτηριστικά των νευροβλαστών. 

Στα έντοµα οι νευρώνες δηµιουργούνται από τον πολλαπλασιασµό κυττάρων, των 
νευροβλαστών. Oι νευροβλάστες του KNΣ είναι βλαστικά κύτταρα, διότι είναι ικανά να 
διαιρούνται σε ένα νέο νευροβλάστη (neuroblast-NB), αναγεννώντας µε αυτόν τον τρόπο τον 
εαυτό τους και ένα ακόµη κύττταρο, µε πιο περιορισµένο αναπτυξιακό δυναµικό, το γαγγλιακό 
µητρικό κύτταρο (gaglion mother cell-GMC). Tα GMC κύτταρα είναι ενδιάµεσα πρόδροµα 
κύτταρα που διαιρούνται µία φορά για να αποδώσουν τους µεταµιτωτικούς νευρώνες ή, όπως 
παρατηρείται στην περίπτωση ορισµένων κυτταρικών γενεαλογιών, νευρώνες και γλοία. Kαθώς 
τα απόγονα κύτταρα των νευροβλαστών έχουν διαφορετική αναπτυξιακή τύχη, ο τρόπος 
διαίρεσης του νευροβλάστη είναι ασύµµετρος. O ασύµµετρος τρόπος διαίρεσης των 
νευροβλαστών βασίζεται στην ασύµµετρη κατανοµή εγγενών παραγόντων στα θυγατρικά 
κύτταρα ή/και στη διαφορική επίδραση εξωγενών παραγόντων επί των δύο απογόνων κυττάρων 
του. Η ασσυµµετρία εκδηλώνεται και σε µορφολογικό επίπεδο. Οι νευροβλάστες διακρίνονται 
από το µεγάλο τους µέγεθος (διάµετρο 8-12µm), σχετικά µικρό λόγο πυρήνα/κυτταροπλάσµατος, 
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κορυφαία θέση σε σχέση µε τα γαγγλιακά µητρικά κύτταρα και υψηλή πολλαπλασιαστική 
ικανότητα. Aπό την άλλη τα γαγγλιακά µητρικά κύτταρα κατέχουν θέση πιο βασική σε σχέση µε 
το νευροβλάστη, είναι µικρού µεγέθους (διάµετρο 3-5 µm) µε περιορισµένη πολλαπλασιαστική 
ικανότητα (Campos-Ortega 1993, Goodman and Doe 1993, Hartenstein and Campos-Ortega 
1984).  

 Oι νευροβλάστες αναπτύσσονται σε µία ειδική νευρογόνο περιοχή, το νευροεκτόδερµα. 
Tα κύτταρα του νευροεκτοδέρµατος της Drosophila melanogaster "επιλέγουν" να αναπτυχθούν 
είτε προς νευροβλάστες είτε προς κύτταρα της επιδερµίδας. Kάθε κύτταρο έχει την ίδια 
πιθανότητα να ακολουθήσει τη µία ή την άλλη αναπτυξιακή πορεία. Σε τελική ανάλυση ωστόσο, 
µόνο το ένα τέταρτο του συνολικού αριθµού των κυττάρων του νευροεκτοδέρµατος, θα 
αναπτυχθεί προς νευροβλάστες. H (φαινοµενική) απλότητα της αναπτυξιακής αυτής 
διαδικασίας, όπου τα κύτταρα καλούνται να επιλέξουν µεταξύ δύο αναπτυξιακών πιθανοτήτων, 
έχει καταστήσει τη πρώιµη ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος ως ένα από τα καταλληλότερα 
συστήµατα για τη µελέτη των µηχανισµών που διέπουν την κυτταρική διαφοροποίηση σε ένα 
πολυκύτταρο οργανισµό (Campos-Ortega 1993, Goodman and Doe 1993, Hartenstein and 
Campos-Ortega 1984).  

 Πρέπει να σηµειωθεί ότι η πρώιµη νευρογένεση συµπεριλαµβάνει και άλλες, εξίσου 
ενδιαφέρουσες διαδικασίες, όπως για παράδειγµα τον καθορισµό µιας συγκεκριµένης περιοχής 
ως νευροεκτόδερµα, το διαχωρισµό της σε κοιλιακό νευροεκτόδερµα, από το οποίο θα 
προκύψουν η νευρική χορδή και το υποοισοφαγικό γάγγλιο, και προκεφαλικό νευροεκτόδερµα, 
απ' όπου θα προκύψουν τα εγκεφαλικά ηµισφαίρια, και τέλος, την εξειδίκευση συγκεκριµένων 
τύπων νευροβλαστών σε πρόδροµα κύτταρα για συγκεκριµένες νευρικές γενεαλογίες. Ωστόσο το 
µόνο σηµείο εστίασης στη συνέχεια θα είναι η περιγραφή και η ερµηνεία της διαδικασίας 
διαχωρισµού νευροβλαστών από επιδερµοβλάστες στο νευροεκτόδερµα.  

 Tο νευροεκτόδερµα είναι µορφολογικά διακριτό κατά την αρχική φάση του σταδίου 8 της 
εµβρυογένεσης, οπότε και παρατηρείται η επιµήκυνση της βλαστικής ζώνης, αµέσως πριν την 
έναρξη της µιτωτικής δραστηριότητας στην εκτοδερµική στοιβάδα. H περιοχή του εκτοδέρµατος 
χωρίζεται σε µία πλευρική περιοχή, αποτελούµενη από µικρά κυλινδρικά κύτταρα, που θα δώσει 
την ραχιαία επιδερµίδα και µία µέση περιοχή, το νευροεκτόδερµα, που αποτελείται από µεγάλα 
κυβοειδή κύτταρα και θα δώσει τη νευρική χορδή και τη κοιλιακή επιδερµίδα (Campos-Ortega 
1993, Goodman and Doe 1993, Hartenstein and Campos-Ortega 1984). 

 O διαχωρισµός των νευροβλαστών είναι πολύ δυναµική διεργασία, διαρκεί περίπου 
τρεις ώρες, είναι ασυνεχής, πραγµατοποιείται δηλαδή σε πέντε διαφορετικά κύµατα SI-SV, και 
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συνοδεύεται από µορφολογικές αλλαγές των κυττάρων του νευροεκτοδέρµατος. Aρχικά, όλα τα 
κύτταρα του νευροεκτοδέρµατος µεγεθύνονται, γεγονός που σύµφωνα µε τους Hartenstein and 
Campos-Ortega (1984) µπορεί να αντιπροσωπεύει την απόκτηση του νευρικού δυναµικού 
εξίσου απ' όλα τα κύτταρα του νευροεκτοδέρµατος. Oι νευροβλάστες διαχωριζόµενοι από το 
νευροεκτόδερµα, µετακινούνται από την εξωτερική επιφάνεια προς το εσωτερικό του εµβρύου για 
να εγκατασταθούν µεταξύ µεσοδέρµατος και εκτοδέρµατος, όπου θα αρχίσει η συγκρότηση του 
KNΣ. Tα νευροεκτοδερµικά κύτταρα δίπλα στους µεταναστεύοντες νευροβλάστες διατηρούν 
στενή επαφή µε αυτούς µέσω µακριών βασικών προεκτάσεων, που παροδικά περιβάλλουν το 
νευροβλάστη σχηµατίζοντας ένα είδος καλύπτρας. Oι επαφές αυτές είναι υπεύθυνες για τη 
διακυτταρική επικοινωνία. Aµέσως µετά το διαχωρισµό τους από το νευροεκτόδερµα οι 
νευροβλάστες αρχίζουν να διαιρούνται µε ασύµµετρο τρόπο. Kάθε διαίρεση αποδίδει δύο 
θυγατρικά κύταρα, το γαγγλιακό µητρικό κύτταρο  και ένα νέο νευροβλάστη, ο οποίος πάλι θα 
διαιρεθεί ασύµµετρα αργότερα. Tα κύτταρα του νευροεκτοδέρµατος που παραµένουν ως 
επιδερµοβλάστες στο εξωτερικό µέρος του εµβρύου αποσύρουν τις προεξοχές µέσω των οποίων 
έρχονταν σε επαφή µε το νευροβλάστη και µικραίνουν σε µέγεθος, αρκετά αργότερα µετά το 
διαχωρισµό και την εγκόλπωση των νευροβλαστών προς το εσωτερικό το εµβρύου (Campos-
Ortega 1993, Goodman and Doe 1993, Hartenstein and Campos-Ortega 1984, Doe et al 1998) 
(Εικ. 1). 

 

Εικόνα 1: Σχηµατική απεικόνιση της επιλογής και του διαχωρισµού ενός νευροβλάστη του KNΣ από τα γειτονικά 
του κύτταρα και των θυγατρικών κυττάρων του. Oι κυτταρικές επαφές διατηρούνται και εξυπηρετούν για τη 
διεκπεραίωση της κυτταρική επικοινωνίας. (από Doe et al 1998 ). 
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 Η απόφαση των κυττάρων του νευροεκτοδέρµατος σχετικά µε την αναπτυξιακή τους 
πορεία ρυθµίζεται από διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις. Aποδείξεις για το γεγονός αυτό 
αποτελούν πρωταρχικώς πειράµατα οµοτοπικών, ετεροτοπικών, ετεροχρονικών και διαειδικών 
µεταµοσχεύσεων κυττάρων και πειράµατα καταστροφής κυττάρων-νευροβλαστών µε ακτίνες 
laser στις ακρίδες. Tα βασικά συµπεράσµατα που προκύπτουν είναι ότι όλα τα κύτταρα του 
νευροεκτοδέρµατος αποκτούν το νευρικό αναπτυξιακό δυναµικό στο συγκεκριµένο 
µικροπεριβάλλον και ότι οι µελλοντικοί νευροβλάστες καταστέλλουν τα γειτονικά τους κύτταρα 
από το να υιοθετήσουν την ίδια αναπτυξιακή πορεία, οι δε σηµατοδοτικοί µηχανισµοί της 
νευρογένεσης είναι εξελικτικά συντηρηµένοι. Eπιπλέον, φαινότυποι µεταλλαγών γονιδίων που 
επηρεάζουν τη διαδικασία αυτή επιβεβαιώνουν και διαφωτίζουν τη λειτουργία των ρυθµιστικών 
για την νευρογένεση µηχανισµών διακυτταρικής επικοινωνίας (Campos-Ortega 1993, Goodman 
and Doe 1993, Hartenstein and Campos-Ortega 1984). 

1.3 Το περιφερικό νευρικό σύστηµα (ΠΝΣ) της Drosophila melanogaster. 

 Το ΠΝΣ της Drosophila melanogaster αποτελείται από αισθητήρια και κινητικά τµήµατα. 
Οι δενδρίτες και τα κυτταρικά σώµατα των αισθητηρίων νευρώνων βρίσκονται στην περιφέρεια  
και οι άξονές τους προεκτείνονται στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ). Τα κυτταρικά σώµατα 
των κινητήριων νευρώνων βρίσκονται µέσα στο ΚΝΣ και οι άξονές τους εκτείνονται 
περιφερειακά προς τους µύες. Η Drosophila melanogaster είναι ολοµετάβολο έντοµο και γι’ αυτό 
έχει και προνυµφικό και ενήλικο ΠΝΣ. Το προνυµφικό ΠΝΣ σχηµατίζεται κατά την εµβρυογένεση 
και η πλειονότητα των νευρώνων εκφυλίζεται κατά τη διάρκεια του σταδίου της νύµφης. Οι 
αισθητήριοι νευρώνες του ενήλικου ατόµου σχηµατίζονται εκ νέου κατά τη διάρκεια του τρίτου 
προνυµφικού σταδίου και του σταδίου της νύµφης. Λίγα είναι γνωστά για τους την αναπτυξιακή 
τύχη των προνυµφικών κινητηρίων νευρώνων. Φαίνεται ότι τουλάχιστον ορισµένοι αποσύρουν 
τους άξονές τους όταν οι µύες της προνύµφης εκφυλίζονται κατά τη διάρκεια των αρχικών 
σταδίων της νύµφης. Οι ίδιοι νευρώνες εκτείνουν τους άξονές τους σε µεταγενέστερα 
αναπτυξιακά στάδια για τη νεύρωση ενός υποσυνόλου µυών του ενήλικου  ατόµου (Jan and Jan 
1993). 

 Τα αισθητήρια όργανα της Drosophila melanogaster ποικίλλουν σε σχήµα και µορφή. Οι 
αισθητήριοι νευρώνες κατηγοριοποιούνται σε δύο κύριες κατηγορίες: τους νευρώνες τύπου Ι, οι 
οποίοι φέρουν µονούς δενδρίτες και τους νευρώνες τύπου ΙΙ µε πολλαπλούς δενδρίτες. Επίσης, 
µπορούν να οµαδοποιηθούν σε εξωτερικά αισθητήρια όργανα, τα οποία αποτελούνται από 
εξωτερικές και εσωτερικές δοµές, και τα εσωτερικά αισθητήρια όργανα, τα οποία αποτελούνται 
αποκλειστικά από εσωτερικές δοµές (Jan and Jan 1993). 
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Στο ενήλικο άτοµο Drosophila melanogaster τα αισθητήρια όργανα έχουν παρόµοια βασική δοµή 
µε τα αισθητήρια όργανα της προνύµφης, αν και παρουσιάζουν µεγαλύτερη ποικιλία στο σχήµα 
και ενδεχοµένως και στη λειτουργία. Τρία είδη αισθητηρίων οργάνων υπάρχουν: 

• Εξωτερικά αισθητήρια όργανα: φέρουν εξωτερικές δοµές για την ανίχνευση µηχανικών ή 
χηµικών ερεθισµάτων. Τυπικά, τα εξωτερικά αισθητήρια όργανα αποτελούνται από 
τέσσερα τµήµατα. ∆ύο από αυτά είναι εκτεθειµένα στο εξωτερικό περιβάλλον: η 
αισθητήρια δοµή, που σχηµατίζεται από το τριχογόνο κύτταρο και η θήκη, που 
σχηµατίζεται από το τορµογόνο κύτταρο. Η αισθητήρια δοµή µπορεί να έχει διάφορες 
µορφές, όπως για παράδειγµα σµήριγγες µε οξύ άκρο ή µε ανοιχτό άκρο στα 
µηχανοαισθητήρια ή στα χηµειοαισθητήρια όργανα αντιστοίχως ή ακόµα και θολωτές 
δοµές στα καµπανιφόρµια αισθητήρια. Τα άλλα δύο τµήµατα των εξωτερικών 
αισθητηρίων οργάνων είναι εσωτερικά και αποτελούνται από ένα ή περισσότερους 
νευρώνες, ο καθένας µε ένα µόνο δενδρίτη (τύπος Ι) συνδεδεµένος µε την εξωτερική 
αισθητήρια δοµή και έναν άξονα που προβάλλει στο ΚΝΣ , και το θηκογόνο κύτταρο 
επικουρικού χαρακτήρα που καλύπτει  µέρος του/ των  νευρώνα/ νευρώνων. Ο θώρακας 
και το φτερό της Drosophila melanogaster περιέχουν πολλούς τύπους εξωτερικών 
µηχανοαισθητηρίων οργάνων, για παράδειγµα τις µικροχαίτες και τις µακροχαίτες στο 
θώρακα και στην εγγύς περιοχή του φτερού, τις εύρωστες (stout) και τις λεπτές (slender) 
σµήριγγες του περιθωρίου του φτερού και τα καµπανιφόρµια αισθητήρια στις φλέβες και 
στην ακτίνα (κερκίδα, radius) του φτερού. Υπάρχει µόνο ένας τύπος εξωτερικού 
χηµειοαισθητηρίου οργάνου εκπροσωπούµενος από τις αναδιπλούµενες σµήριγγες 
(recurved) του προσθίου περιθωρίου του φτερού και τα αισθητήρια τριχοειδή του εγγύς 
περιθωρίου του φτερού. 

• Χορδοτονικά όργανα: αποκλειστικά εσωτερικά τοποθετηµένα αισθητήρια όργανα, 
υπεύθυνα για την αντίληψη του προσανατολισµού. Βρίσκονται κοντά στο τοίχωµα του 
σώµατος και στις αρθρώσεις, είτε µόνα τους είτε σαν δέσµες κυττάρων. Μεγάλος αριθµός 
χορδοτονικών οργάνων βρίσκεται επίσης στο όργανο του Johnston, µία περίπλοκη δοµή 
στην κεραία του ενήλικου ατόµου, όπου πιθανώς λειτουργούν ως αισθητήρες ακοής. Τα 
χορδοτονικά όργανα έχουν σωληνοειδές σχήµα και αποτελούνται από ένα τύπου Ι 
νευρώνα και τρία επικουρικού χαρακτήρα κύτταρα: το συνδεσµικό (ligament) κύτταρο, το 
θηκογόνο (sheath) κύτταρο και το θύλακα (cap). Είναι όµοια µε τα εξωτερικά αισθητήρια 
όργανα στο ότι και τα δύο φέρουν τύπου Ι νευρώνες. Φαίνεται µάλιστα ότι υπάρχουν 
διδύναµα πρόδροµα αισθητήρια κύτταρα, που αναπτύσσονται προς εξωτερικά ή 
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χορδοτονικά αισθητήρια όργανα κατεύθυνση ανάλογα µε το αν εκφράζεται το γονίδιο cut 
ή όχι αντιστοίχως. 

• Πολυδενδριτικοί νευρώνες: εσωτερικά τοποθετηµένοι αισθητήριοι νευρώνες που 
λειτουργούν ως αισθητήρες αφής ή προσανατολισµού. Είναι τύπου ΙΙ νευρώνες καθ’ ότι 
φέρουν πολλαπλούς δενδρίτες. Η πλειονότητα των πολυδενδρικών νευρώνων δε 
σχετίζεται µε επικουρικά κύτταρα στήριξης. Ένα παράδειγµα είναι οι επονοµαζόµενοι 
επιπρόσθετοι νευρώνες (Ε νευρώνες) στο φτερό.  

 Kατά την ανάπτυξη του ΠNΣ κάθε εξωτερικό αισθητήριο όργανο προκύπτει από ένα 
µοναδικό κύτταρο επονοµαζόµενο Πρόδροµο Αισθητήριο Όργανο (ΠΑΟ ή SOP από sesory 
organ precursor) ή αισθητήριο µητρικό κύτταρο. Οι δύο παραπάνω όροι θεωρούνται ισοδύναµοι 
αλλά θα προτιµηθεί ο πρώτος όρος . Κάθε SOP επιλέγεται, όπως και στην περίπτωση των 
νευροβλαστών, από οµάδα κυττάρων, αρχικά ισοδύναµων από αναπτυξιακής απόψεως, δηλαδή 
ισοδύναµα ικανών να ακολουθήσουν την ίδια αναπτυξιακή πορεία, στην περίπτωση αυτή προς 
νευρικά κύτταρα. Kάθε SOP, µετά την επιλογή του, θα αναπτυχθεί µε διαδοχικές µιτώσεις προς 
ένα µοναδικό εξωτερικό µηχανοαισθητήριο όργανο και εποµένως, όλα τα κύτταρα που το 
απαρτίζουν συνδέονται οντογενετικά. Τα διάφορα SOP, που όπως και τα εξωτερικά 
µηχανοαισθητήρια όργανα, εµφανίζονται πάντα στις ίδιες διάσπαρτες θέσεις στους 
αναπτυξιακούς δίσκους, δε συνδέονται οντογενετικά µεταξύ τους και συνεπώς το πρότυπο του 
ΠΝΣ ουσιαστικά καθορίζεται από τον χωροχρονικό πρότυπο γένεσης των SOP (Huang 1991).  

1.4 Γενετική βάση της νευρογένεσης.  

 Ο µηχανισµός που έχει προταθεί για την ανάπτυξη των αισθητηρίων οργάνων φαίνεται 
να ισχύει και για τη πρώιµη νευρογένεση (Campos-Ortega 1993): Όλα τα κύτταρα µιας οµάδας 
κυττάρων αποκτούν τη δυνατότητα να ακολουθήσουν την νευρική αναπτυξιακή πορεία προς 
σχηµατισµό νευροβλαστών/πρόδροµων αισθητηρίων οργάνων, χάρη στην έκφραση των 
προνευρικών γονιδίων. Σε δεύτερο στάδιο, µόνο ένα κύτταρο από κάθε οµάδα αποµονώνεται και 
αναπτύσσεται προς νευροβλάστη/πρόδροµο αισθητήριο όργανο, ο οποίος/το οποίο στη 
συνέχεια αλληλεπιδρά µε τα γειτονικά του κύτταρα, ενεργοποιώντας την έκφραση των 
νευρογόνων γονιδίων E(spl) σε αυτά και παρεµποδίζοντάς τα να ακολουθήσουν την ίδια πορεία. 
Tα κύτταρα αυτά αναπτύσσονται τελικά προς κύτταρα της επιδερµίδας.  

 H ανασταλτική διαδικασία κατά την οποία πραγµατοποιείται η επιλογή ενός µοναδικού 
κυττάρου από οµάδα ισοδύναµων αναπτυξιακά κυττάρων είναι γνωστή ως πλευρική αναστολή 
και διεκπεραιώνεται από το σηµατοδοτικό µονοπάτι του Notch που ρυθµίζει εν τέλει την 
έκφραση των λειτουργικά αλληλεξαρτώµενων γονιδίων, δηλαδή των προνευρικών που 
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κωδικοποιούν πρωτεΐνες bHLH που ωθούν προς την νευρική αναπτυξιακή πορεία και των 
γονιδίων E(spl) που κωδικοποιούν πρωτεΐνες bHLH που τις ανταγωνίζονται.  

 Eίναι όµως απαραίτητο να προηγηθεί µια συνοπτική περιγραφή της οικογένειας των 
πρωτεϊνών HLH, στις οποίες ανήκουν τόσο τα προιόντα των γονιδίων E(spl) όσο και τα 
προιόντα των προνευρικών γονιδίων, των οποίων η δράση θα αναλυθεί παρακάτω.  

1.5 Συνοπτική περιγραφή και κατηγοριοποίηση των πρωτεϊνών HLH. 

 Oι πρωτεΐνες HLH αποτελούν µία ευρεία οικογένεια πρωτεϊνών µε κρίσιµους ρόλους σε 
πλειάδα αναπτυξιακών και µεταβολικών διαδικασιών (Massari and Murre 2000). Ειδικότερα, οι 
πρωτεΐνες bHLH είναι ένα µεγάλο υποσύνολο της παραπάνω οικογένειας, που χαρακτηρίζεται 
από την ύπαρξη µίας βασικής περιοχής, ικανής να προσδεθεί σε εξανουκλεοτιδικές DNA 
αλληλουχίες, ακολουθούµενη από µία περιοχή διµερισµού, αποτελούµενη από δύο αµφιπαθικές 
α-έλικες, διαχωριζόµενες από µία θηλειά (loop) (Εικ.2) (Ledent and Vervoort 2001, Massari and 
Murre 2000). Oι θέσεις πρόσδεσης των πρωτεϊνών bHLH είναι της νουκλεοτιδικής σύστασης 
CANNTG, όπου N οποιοδήποτε νουκλεοτίδιο, και ονοµάζονται E αλληλουχίες (Ephrussi et al 
1985). O διµερισµός των πρωτεϊνών bHLH είναι δυνατόν να συµβαίνει µεταξύ ίδιων ή και 
διαφορετικών µελών της οικογένειας (Murre et al.1989) και θεωρείται απαραίτητος για την 
πρόσδεση των βασικών περιοχών στο DNA (Murre et al.1989, Ohsako et al.1994). Πρόσφατα 
έχει προταθεί µία ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα άποψη, σύµφωνα µε την οποία η δοµή των 
πολύπλοκων δικτύων που οι πρωτεΐνες bHLH σχηµατίζουν µέσω των πολλαπλών, πειραµατικά 
εµπεριστατωµένων, αλληλεπιδράσεών τους απεικονίζει ότι βασικοί παράγοντες στη συγκρότησή 
τους είναι  φαινόµενα διαπλασιασµού ενός γονιδίου (single gene duplication events), καθώς και 
φαινόµενα ανασυγκρότησης λειτουργικών τµηµάτων (domain rearrangement events), 
τουλάχιστον πριν το κοµβικό σηµείο εξελικτικής διαφοροποίησης (divergence) µεταξύ των 
αρθροπόδων και χορδοτών (Amoutzias et al 2004). Ο µεγάλος αριθµός των bHLH πρωτεϊνών 
επιβάλλει την κατηγοριοποίησή τους. Oι ακόλουθες κατηγορίες έχουν σχηµατιστεί µε βάση το 
πρότυπο έκφρασής τους, την ικανότητα διµερισµού τους την λειτουργία τους και της ικανότητάς 
τους πρόσδεσης σε συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA (Fisher and Caudy 1998, Massari and 
Murre 2000, Ledent and Vervoort 2001) (Εικ.3): 
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Εικόνα 2: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής ενός διµερούς bHLH περιοχών προσδεδεµένο στο DNA. Η βασική 
περιοχή (basic domain) προσαρµόζεται στη µεγάλη αύλακα του DNA και πολλά αµινοξέα έρχονται σε άµεση επαφή 
µε την αλληλουχία. Οι δύο α-έλικες από κάθε µονοµερές συµπλέκονται για να σχηµατίσουν ένα κόµβο από τέσσερις 
έλικες (από Bertrand et al 2002). 

• H κατηγορία I αποτελείται από τις, επονοµαζόµενες, πρωτεΐνες E, µε ευρύ πρότυπο 
έκφρασης και ικανότητα οµο- και ετεροδιµερισµού. Στη Drosophila η πρωτεΐνη 
Daughterless (Da) είναι µοναδικό µέλος της κατηγορίας αυτής.  

• H κατηγορία II αποτελείται από πρωτεΐνες, µε συγκεκριµένο ιστοειδικό πρότυπο 
έκφρασης και ικανότητα πρόσδεσης στο DNA µόνο ως ετεροδιµερή µε τις πρωτεΐνες bHLH 
της κατηγορίας I. H πρόσδεσή τους στο DNA συνοδεύεται από µεταγραφική 
ενεργοποίηση (Cabrera and Alonso 1991, Van Doren et al.1992). Στη Drosophila 
αντιπρόσωποι αυτής της κατηγορίας είναι οι πρωτεΐνες παράγωγα του γονιδιακού 
συµπλόκου achaete-scute (AS-C), για τα οποία θα γίνει εκτενέστερη αναφορά παρακάτω.  

• H κατηγορία III αποτελείται από µέλη της υποοικογένειας Myc, το χαρακτηριστικό των 
οποίων είναι η περιοχή φερµουάρ λευκίνης σε γειτονία µε την HLH περιοχή.  

• H κατηγορία IV συνίσταται από πρωτεΐνες bHLH-ZIP, όπως για παράδειγµα η Mad και 
Max, οι οποίες µπορούν να οµοδιµερίζονται ή να ετεροδιµερίζονται µε τις πρωτεΐνες bHLH 
της κατηγορίας III. 

• H κατηγορία V αποτελείται από πρωτεΐνες που στερούνται της βασικής περιοχής και είναι 
γι αυτό το λόγο αρνητικοί ρυθµιστές της δραστικότητας των πρωτεϊνών της κατηγορίας I 
και II. H αρνητική ρύθµιση επιτυγχάνεται µε τη δηµιουργία ετεροδιµερών, ανενεργών ως 
προς την πρόσδεση σε DNA αλληλουχίες. Στη Drosophila µοναδικός εκπρόσωπος της 
κατηγορίας αυτής είναι η πρωτεΐνη Extramacrochaete (Emc).  

• H κατηγορία VI αποτελείται από µεταγραφικούς παράγοντες bHLH, αρνητικούς ρυθµιστές 
της µεταγραφής. Χαρακτηριστική σε όλα τα µέλη της οικογένειας είναι η περιοχή Orange, 
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διατεταγµένη πάντα καρβοξυτελικά σε σχέση µε τη βασική περιοχή. Σε αυτή την 
κατηγορία ανήκουν τα γονίδια Enhancer of split [E(spl)].  

• Tέλος, στην κατηγορία VII ανήκουν πρωτεΐνες bHLH που επίσης φέρουν την περιοχή 
PAS. Παραδείγµατα τέτοιων πρωτεϊνών στη Drosophila είναι η πρωτεΐνη Singleminded. 

 

Εικόνα 3: Πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών (µε το πρόγραµµα ClustalW) και κατηγοριοποίηση µερικών από 
τους πιο αντιπροσωπευτικούς HLH µεταγραφικούς παράγοντες θηλαστικών και Drosophila (από Massari and Murre 
2000). 

 Σε ένα διαφορετικό σύστηµα κατηγοριοποίησης των HLH πρωτεΐνών ανάλογα µε την 
ειδικότητα της πρόσδεσής τους οι οµάδες που διακρίνονται είναι οι ακόλουθες:  

• H οµάδα A,  η οποία συµπεριλαµβάνει τις κατηγορίες I (Daughterless) και II (Achaete, 
Scute κ.α.). Oι πρωτεΐνες της οµάδας αυτής είναι ικανές να προσδένονται σε θέσεις E του 
τύπου CAGΝTG. Oι θέσεις αυτές ονοµάζονται E θέσεις τάξης A. 
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• H οµάδα B αποτελείται από τις πρωτεΐνες των κατηγοριών III, IV και VI. H κατηγορία αυτή 
πρωτεϊνών προσδένεται σε E αλληλουχίες τύπου CACGTG και CATGTG. Oι αλληλουχίες 
αυτές ονοµάζονται E θέσεις τάξης B. Eπιπρόσθετα, οι πρωτεΐνες της κατηγορίας VI [π.χ. 
E(spl)] προσδένονται σε θέσεις τύπου CACGCG και CACGAG, οι οποίες ονοµάζονται E 
θέσεις τάξης C και N αλληλουχίες αντίστοιχα (Jennings et al. 1999, Oellers et al., 1994, 
Ohsako et al 1994, Tietze et al. 1992; Van Doren et al., 1994).  

• H οµάδα Γ και ∆ αποτελούνται αντιστοίχως από τις πρωτεΐνες της κατηγορίας VII, που 
προσδένονται σε αλληλουχίες µε κεντρική σύσταση ACGTG ή GCGTG, και V, οι οποίες 
όπως προαναφέρθηκε δεν έχουν την ικανότητα πρόσδεσης στο DNA. 

 Στον πίνακα 1 φαίνονται όλα τα bHLH γονίδια της Drosophila melanogaster, 
ταυτοποιηµένα από τους Ledent and Vervoort (2001) µετά από εξαντλητική επισκόπηση των 
δηµοσιευµένων αλληλουχίων του γενώµατος µε κατάλληλα υπολογιστικά προγράµµατα για 
πρωτεΐνες µε bHLH δοµή.  

Πίνακας 1: Πλήρης κατάλογος των (55) bHLH γονιδίων της Drosophila melanogaster. Τα γονίδια παρατίθενται 
σύµφωνα µε την κλάση που ανήκουν, όπως αυτή έχει ήδη περιγραφεί στο κείµενο. Συµπεριλαµβάνονται οι 
χρωµοσωµικές τους θέσεις (χαρτογράφηση σε πολυταινικά χρωµοσώµατα, όπως αυτή αναφέρεται στη βάση 
δεδοµένων Flybase: www.flybase.org), το καθεστώς χαρακτηρισµού τους (1: γνωστή µόνο η αλληλουχία, 2: 
γνωστό πρότυπο έκφρασης, 3: στάδιο προκαταρκτικής λειτουργικής ανάλυσης, 4: εκτεταµένη ανάλυση έχει ήδη 
πραγµατοποιηθεί) και οι αριθµοί πρόσβασής τους. 

A/A Όνοµα γονιδίου Χρωµοσωµική 
περιοχή   Χαρακτηρισµός  Accession no.  

1 achaete  1B1  4  gb|AAF45498.1  

2 amos  37A1-2  3  gb|AAF53678.1  

3 asense  1B1  4  gb|AAF45502.1  

4 ato d 84F6  4  gb|AAF54209.1  

5 cato  53A1-2  2  gb|AAF58026.1  

6 CG10066  84C3-4  2  gb|AAF54058.1  

7 CG11450 (net)  21A5-B1  3  gb|AAF51562.1  

8 CG12561  96F14-97A1  1  gb|AAF56569.1  

9 CG12648  9A4  1  SPTREMBL:Q9W2Z5  

10 CG12952  85D7-10  2  gb|AAF54351.1  

11 CG17592  4C4  2  gb|AAF45953.1  

12 CG18144  31D1-6  2  gb|AAF52900.1  

13 CG18362  39D1-2  1  gb|AAF53989.1  

14 CG3350  97F5-6  1  gb|AAF56696.1  

15 CG5545  36C6-7  2  gb|AAF53631.1  

16 CG5952  89B9-12  2  gb|AAF55280.1  
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A/A Όνοµα γονιδίου Χρωµοσωµική 
περιοχή   Χαρακτηρισµός  Accession no.  

17 CG6211  13C1  2  gb|AAF48439.1  

18 CG6913  86F1-2  2  gb|AAF54684.1  

19 CG8667  39D3  2  gb|AAF53991.1  

20 clock  66A11-B1  4  gb|AAD10630.1  

21 crp  35F6-7  1  gb|AAF53510.1  

22 cycle (MOP3)  76D2-3  3  gb|AAF49107.1  

23 daughterless  31D11-E1  4  pir_A31641  

24 deadpan  44B3-4  4  gb|AAB24149.1  

25 delilah  97B1-2  3  gb|AAF56590.1  

26 diminutive  3D3-4  3  gb|AAB39842.1  

27 E(spl) m3  96F10-12  4  gb|AAF56550.1  

28 E(spl) m5  96F10-12  4  emb|CAA34552.1  

29 E(spl) m7  96F10-12  4  emb|CAA34553.1  

30 E(spl) m8  96F10-12  4  sp|P13098  

31 E(spl) mA  96F10-12  4  gb|AAA28909.1  

32 E(spl) mB  96F10-12  4  gb|AAA28910.1  

33 E(spl) mC  96F10-12  4  gb|AAA28911.1  

34 extramacrochaete  61D1-2  4  gb|AAF47413.1  

35 hairy  66D11-12  4  Mb|CAA34018.1  

36 Her  17A3  2  gb|AAF48810.1  

37 Hey  43F9-44A1  1  gb|AAF59152.1  

38 Hif-1A  99D5-F1  2  gb|AAC47303.1  

39 HLH106  76D1-3  1  gb|AAF49115.1  

40 HLH3b  3B3-4  2  gb|AAF45802.1  

41 HLH4C  4C6-7  2  gb|AAF45967.1  

42 HLH54F  54E7-9  2  gb|AAF57795.1  

43 letal of scute  1B1  4  gb|AAF45500.1  

44 Max  76A3  2  gb|AAF49179.1  

45 Nautilus  95B3-5  3  SW:P22816  

46 Rst(1) JH  10C6-8  3  gb|AAC14350.1  

47 Scute  1B1  4  gb|AAA28313.1  

48 Side  37B9-11  2  gb|AAF53741.1  

49 single-minded  87D12-13  4  gb|AAF54902.1  

50 Spineless  89C1-2  4  gb|AAD09205.1  

51 Sticky ch1  86A5-6  3  gb|AAF24476.1  

52 Tango  85C5-7  4  gb|AAF54329.1  

53 tap (biparous)  74B1-2  3  emb|CAA65103.1  

54 Trachealess  61C1  4  gb|AAA96754.1  

55 Twist  59C2-3  4  emb|CAA32707.1  
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1.6 Τα προνευρικά γονίδια. 

 Η µελέτη των προνευρικών γονιδίων έχει αρχίσει από τη δεύτερη δεκαετία του 
περασµένου αιώνα, όταν βρέθηκαν µεταλλαγµένα στελέχη Drosophila που στερούνταν 
(υποσύνολα) εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων. Στα τέλη της δεκαετίας του 1970 βρέθηκε ένας 
συναθροισµός γονιδίων, ο συναθροισµός AS-C που εµπλεκόταν στη ρύθµιση της πρώιµης 
νευρογένεσης (Garcia-Bellido 1979). Μετά από µοριακές µελέτες απεδείχθη ότι αποτελείται από 
τα τέσσερα εξής γονίδια: achaete (ac), scute (sc), lethal of scute (l’sc) και asense (ase) µε 
έντονες δοµικές οµοιότητες µε τις πρωτεΐνες Da, Myc και MyoD, όσον αφορά στη bHLH περιοχή 
τους, που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεσή τους στο DNA και το διµερισµό τους (Gonzalez et 
al. 1989, Murre et al 1989a, Murre et al 1989b και Villares and Cabrera 1987). 

 Πέρα από τα γονίδια του AS-C υπάρχουν και άλλα γονίδια που ανήκουν στη κατηγορία 
των προνευρικών, όπως τα atonal (ato), absent MD neurons and olfactory sensilla (amos), 
cousin of atonal (cato), που αποτελούν όµως ένα ξεχωριστό υποσύνολο σε σχέση µε τα γονίδια 
του AS-C (Jarman et al. 1993, Goulding et al 2000a, Goulding et al 2000b και Huang et al 2000). 

 Τα γονίδια ac και sc χαρακτηρίζονται προνευρικά γιατί εκφράζονται πριν την εκκίνηση 
της νευρικής διαφοροποίησης σε σύνολα (εκτοδερµικών κατά τη διαδικασία της πρώιµης 
νευρογένεσης) κυττάρων, που ονοµάζονται προνευρικοί συναθροισµοί. Αυτοί µάλιστα είναι 
διατεταγµένοι κατά τέτοιο τρόπο που αποκαλύπτουν τη µελλοντική θέση των νευρικών 
προδρόµων κυττάρων στο ΚΝΣ και ΠΝΣ. Ακόµα πιο σηµαντικό είναι το γεγονός ότι η έκφρασή 
τους είναι ικανή και αναγκαία για την ανάπτυξη των νευρικών προδρόµων κυττάρων, 
καθιστώντας τα κύριους ρυθµιστές της νευρικής τύχης ενεργοποιώντας µετέπειτα γονίδια όπως 
το senseless, asense, deadpan (Bier et al., 1992; Dominguez and Campuzano, 1993; Jarman et 
al., 1993; Nolo et al., 2000). Αυτό επιβεβαιώνεται από την ύπαρξη µεταλαγών έλλειψης ή 
κέρδους λειτουργίας που αντιστοίχως συνεπάγονται την εξαφάνιση ή τη επιπλέον δηµιουργία 
νευρικών πρόδροµων κυττάρων. Τέλος, όλα τα µέλη των παραπάνω οικογενειών ανήκουν στην 
κατηγορία των bHLH πρωτεϊνών και εποµένως µοιράζονται κοινές βιοχηµικές ιδιότητες, όπως 
πρόσδεση σε αλληλουχίες CASCTG (Campuzano and Modolell 1992, Jan and Jan 1994, 
Singson et al 1994 και από Bertrand et al 2002). 

 Είναι ενδιαφέρον ότι τα παραπάνω προνευρικά γονίδια είναι υπεύθυνα για το 
σχηµατισµό όλου του ΠΝΣ και ενός µεγάλου µέρους, αλλά όχι όλου, του ΚΝΣ. Η παρατήρηση 
αυτή οδηγεί στο συµπέρασµα ότι υπάρχουν και άλλα προνευρικά γονίδια που ακόµη δεν έχουν 
ανακαλυφθεί. Η επισκόπηση του γονιδιώµατος της Drosophila έχει υποδείξει την ύτπαρξη και 
άλλων, άγνωστων, bHLH πρωτεϊνών, που ωστόσο καµµιά από αυτές δε δείχνει πρότυπο 
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έκφρασης χαρακτηριστικό των προνευρικών (Moore et al 2000, Peyrefitte et al 2001). Άρα 
παραµένει η πιθανότητα κάποια στοιχεία του ΚΝΣ να µη χρειάζονται bHLH, αλλά άλλου τύπου 
πρωτεΐνες.  

 Κατά τη διαδικασία της πλευρικής αναστολής τα νευρογόνα γονίδια του σηµατοδοτικού 
µονοπατιού Notch, των οποίων η συνοπτική περιγραφή ακολουθεί και ιδιαίτερα, τα γονίδια 
E(spl), ανταγωνίζονται τη δράση των προνευρικών.  

1.7 Tο Notch σηµατοδοτικό µονοπάτι. 

1.7.1 O υποδοχέας Notch και οι δεσµευτές Delta και Serrate. 

 Tο Notch µονοπάτι φαίνεται να εµπλέκεται σε διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις σε ένα 
ευρύ φάσµα αναπτυξιακών διαδικασιών σε  όλα τα µετάζωα. Έχει µελετηθεί ιδαίτερα στη 
Drosophila, όπου παίζει µεταξύ άλλων διαδικασιών παίζει ρόλο στη δόµηση τόσο του KNΣ όσο 
και του ΠNΣ (για βιβλιογραφική επισκόπηση βλ. Bray 1998, Egan et al., 1998; Greenwald, 1998; 
Artavanis-Tsakonas et al., 1999).  

 Η πρωτεΐνη Notch είναι διαµεµβρανική πρωτεΐνη µονής διέλευσης, µεγέθους 300 kD. Πιο 
χαρακτηριστική δοµική ιδιότητα της πρωτεΐνης είναι οι 36 διαδοχικές επαναλήψεις, τύπου EGF 
και τρεις επαναλήψεις, πλούσιες σε κυστείνη, γνωστές ως Notch/LIN12 επαναλήψεις στο 
εξωκυττάριο τµήµα της πρωτεΐνης, ενώ στο ενδοκυττάριο τµήµα της βρίσκονται εξι διαδοχικές  
επαναλήψεις ανκυρίνης, µία πλούσια σε γλουταµίνες περιοχή (opa περιοχή) και µία PEST 
αλληλουχία. H ιστοειδική του έκφραση έχει αναλυθεί τόσο στο έµβρυο όσο και σε µετέπειτα 
αναπτυξιακά στάδια. H ευρεία χωροχρονικά έκφραση του Notch συµπίπτει µε τη λειτουργία του 
µονοπατιού στην ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος, στον καθορισµό και σχηµατισµό του 
µεσοδέρµατος, της γαµετικής σειράς, των Mαλπιγγειανών σωλήνων, των αισθητηρίων οργάνων, 
των δοµών του µατιού και πολλών άλλων. 

 Γενετικές και µοριακές µελέτες έχουν οδηγήσει στη ταυτοποίηση των δεσµευτών του 
Notch, Delta και Serrate. Oι πρωτεΐνες αυτές έχουν χαρακτηριστική δοµή µονής διέλευσης 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, η οποία είναι σε κάποιο βαθµό εξελικτικά συντηρηµένη σε µεγάλο 
φάσµα οργανισµών. Ειδικά, στο εξωκυττάριο τµήµα τους περιέχονται επαναλήψεις τύπου EGF, 
καθώς και µία αλληλουχία πλούσια σε κυστείνες, γνωστή ως DSL αλληλουχία. H τελευταία είναι 
απαραίτητη για τη λετουργία του δεσµευτή, καθώς σηµειακές µεταλλαγές σε  αυτή την περιοχή 
προκαλούν έντονους φαινοτύπους έλλειψης λειτουργίας.  
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1.7.2 H σηµατοδότηση Notch  

 Κατά τη σηµατοδότηση Notch (Εικ. 4) oι δεσµευτές Delta και Serrate προσδένονται στο 
εξωκυττάριο τµήµα του υποδοχέα, και πιο συγκεκριµένα στη περιοχή που περιέχει τις 
επαναλήψεις τύπου EGF. Mε την πρόσδεση των δεσµευτών επιτυγχάνεται η έναρξη µιας 
αλυσίδας γεγονότων µε απώτερο αποτέλεσµα τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης στο κύτταρο 
που δέχεται το σήµα. Πιο συγκεκριµένα, αρχικά πραγµατοποιείται µια σειρά πρωτεολυτικών 
διασπάσεων του υποδοχέα Notch αποτέλεσµα των οποίων είναι ο διαχωρισµός του 
εξωκυττάριου τµήµατος του µορίου από το ενδοκυττάριο. στη θέση S2 και τη αποµάκρυνση του 
µεγαλύτερου τµήµατος της εξωκυττάριας περιοχής. Tο εξωκυττάριο τµήµα του υποδοχέα, 
συζευγµένο µε τη πρωτεΐνη δεσµευτή Delta, ενδοκυττώνεται στο κύτταρο από το οποίο 
αποστέλλεται το σήµα ενεργοποίησης του µονοπατιού µε τρόπο εξαρτώµενο από τη λειτουργία 
του γονιδίου shibire. Tο γονίδιο shibire κωδικοποεί µία δυναµίνη µε GTPase δραστικότητα, 
υπεύθυνη για τον αποχωρισµό των περικλειόµενων από κλαθρίνη ενδοκυτωτικών κυστιδίων 
από την κυτταρική µεµβράνη. Στη διαδικασία αυτή φαίνεται να εµπλέκεται και η πρωτεΐνη 
Neuralized, η οποία µέσω της δραστικότητάς ως E3 λιγάση ουιβικουιτίνης προάγει τελικά την 
ουιβικουιτινιλίωση και την ενδοκύτωση του δεσµευτή Delta και τη συνεπακόλουθη trans-
ενδοκύτωση του εξωκυττάριου τµήµατος του υποδοχέα Notch (Pavlopoulos et al 2001). Tο 
ενδοκυττάριο τµήµα του Notch µεταφέρεται στον πυρήνα αµέσως µετά την ενεργοποίηση όπου 
σχηµατίζει σύµπλοκο µε τον µεταγραφικό παράγοντα Suppresor of Hairless [Su(H)] και προάγει 
την έναρξη της µεταγραφής γονιδίων-στόχων. Aπουσία του σήµατος Notch, η πρωτεΐνη Su(H) 
καταστέλλει τη µεταγραφή µέσω της αλληλεπίδρασης και της επιστράτευσης συγκαταστολέων 
και απακετυλασών των ιστονών. H αλληλεπίδραση µε το ενδοκυττάριο τµήµα του Notch 
αποµακρύνει τους µεταγραφικούς συγκαταστολείς και τις απακετυλάσες και/ή επιστρατεύει 
συµπλέγµατα ενεργοποιητών της µεταγραφής. 

 H αρνητική ρύθµιση του Notch µονοπατιού πραγµατοποιείται µε συνδυασµό 
µηχανισµών, που συµπεριλαµβάνουν φωσφορυλίωση, ουβικουιτινιλίωση, ενδοκύττωση και 
πρωτεολυτική διάσπαση. Γι' αυτές τις διαδικασίες έχει βρεθεί ότι παίζουν ρόλο η πρωτεΐνη 
Mastermind, που συµπεριλαµβάνεται αρχικά στο ενεργοποιητικό µεταγραφικά πρωτεϊνικό 
σύµπλοκο Su(H)/Notch, η E3 λιγάση ουιβικουιτίνης Su(dx) η πρωτεΐνη Numb που 
αλληλεπιδρώντας µε στοιχεία του µηχανισµού της ενδοκύττωσης και ταυτόχρονα µε τον 
υποδοχέα Notch προάγει την ενδοκύττωση του αποµακρύνοντάς και παρεµποδίζοντας τη λήψη 
του σήµατος και την ενεργοποίηση του µονοπατιού . Eπιπρόσθετοι παράγοντες ρύθµισης του 
σηµατοδοτικού µονοπατιού είναι η πρωτεΐνη Fringe, που αποτρέπει την αλληλεπίδραση του 
υποδοχέα Notch και του δεσµευτή Serrate, αλλά ενισχύει την πρόσδεση του Delta επιτρέποντας 
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µε αυτόν τον τρόπο την καθιέρωση αναπτυξιακών ορίων και η πρωτεΐνη Scabrous, η οποία 
προσδενόµενη στο πλήρες µήκους µόριο Notch παρεµποδίζει τη δράση του (Baron 2002). 

 Tαυτόχρονα υπάρχουν παραδείγµατα αναπτυξιακών διαδικασιών, όπου η πρωτεΐνη 
Su(H) δεν παίζει κανένα ρόλο στη µετάδοση του σήµατος Notch. Mία υποψήφια πρωτεΐνη για τη 
µετάδοση του σήµατος Notch είναι η πρωτεΐνη deltex, που µπορεί να αλληλεπιδρά µε τη 
πρωτεΐνη Notch. Η deltex είναι πιθανό να ενεργοποιεί την ανεξάρτητη του Su(H) µετάδοση του 
σήµατος µέσω της αρνητικής ρύθµισης άλλων σηµατοδοτικών µονοπατιών. 

 Kατά τη διαδικασία της πλευρικής αναστολής άµεσος µεταγραφικός στόχος του 
συµπλόκου Su(H)/Notch είναι τα γονίδια του γονιδιακού συµπλέγµατος Enhancer of split 
[E(spl)], για τα οποία θα γίνει λεπτοµερής αναφορά στο επόµενο κεφάλαιο.  

 

Εικόνα 4: Σχηµατική απεικόνιση του σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch (από Baron 2002). 
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1.8 To γονιδιακό σύµπλοκο E(spl)-C. 

 Ο γενετικός τόπος E(spl)-C ονοµάστηκε από µία υπερέχουσα µεταλλαγή που ενισχύει το 
φαινότυπο της µεταλλαγής split, ενός αλληλόµορφου του Notch, στην ανάπτυξη του µατιού 
(Artanamis Tsakonas 1991). Eνεπλάκη στη λειτουργία της νευρογένεσης και στο σηµατοδοτικό 
µονοπάτι του Notch όταν έγινε φανερό ότι µεταλλαγές που αφαιρούν την αντίστοιχη γενωµική 
περιοχή προξενούν υπερπλασία του εµβρυικού KNΣ καθ' οµοίωση των µεταλλαγών έλλειψης 
λειτουργίας του Notch (Lehman et al 1983). Πειράµατα γενετικών αλληλεπιδράσεων έδειξαν ότι ο 
ρόλος τoυ γενετικού τόπου E(spl)-C είναι επιστατικός όλων των νευρογόνων γονιδίων. Kύτταρα 
νευροεκτοδέρµατος εµβρύων που φέρουν έλλειψη του συγκεκριµένου γενετικού τόπου δεν 
υιοθετούν ποτέ την επιδερµική τύχη µετά από µεταµόσχευση στο νευροεκτόδερµα εµβρύων 
αγρίου τύπου (Technau and Campos-Ortega 1987). Oι παραπάνω παρατηρήσεις συνεπάγονται 
ότι τα γονίδια του E(spl)-C είναι απαραίτητα για τη λήψη του σήµατος του Notch κατά τη 
πλευρική αναστολή στη νευρογένεση. 

 Ο γενετικός τόπος E(spl)-C εκτείνεται σε µία περιοχή 60 kb και περιλαµβάνει µεταξύ 
άλλων εφτά γονίδια δοµικά όµοια µεταξύ τους, τα E(spl)mδ, E(spl)mγ, E(spl)mβ, E(spl)m3, 
E(spl)m5, E(spl)m7, E(spl)m8 (Delidakis and Artavanis-Tsakonas 1992, Knust et al 1992). 
Xρωµοσωµικές ελλείψεις στην περιοχή τού γονιδιακού συµπλόκου έχουν σαν αποτέλεσµα 
εκτεταµένη υπερπλασία του KNΣ, της οποίας η έκταση εξαρτάται από τον αριθµό των 
µεταγραφικών µονάδων που λείπουν (Delidakis et al 1991). Mετά από εκτεταµένες αλλά 
ανεπιτυχείς προσπάθειες για απόκτηση θανατογόνων σηµειακών µεταλλαγών, καθώς και το 
γεγονός ότι η αφαίρεση ενός από τα γονίδια του συµπλόκου δεν προκαλεί κανένα φαινότυπο, 
συµπεραίνεται ότι τα γονίδια του συµπλόκου έχουν µερικώς πλεονάζουσα λειτουργία (Delidakis 
et al., 1991, Delidakis and Artavanis-Tsakonas, 1992; Ligoxygakis et al., 1999). Όλα τα Ε(spl) 
bHLH γονίδια είναι άµεσοι µεταγραφικοί στόχοι του Notch σηµατοδοτικού µονοπατιού.   

 Παρ' όλα αυτά, κάθε ένα από τα E(spl) γονίδια έχει ιδιαίτερο πρότυπο έκφρασης. Kατά 
τη διάρκεια των αρχικών σταδίων της εµβρυογένεσης η έκφρασή τους αρχίζει λίγο µετά τον 
καθορισµό της προνευρικής οµάδας και γίνεται εντονότερη στα κύτταρα που περιβάλλουν τον 
µελλοντικό νευροβλάστη, όπου δηλαδή η σηµατοδότηση µέσω Notch είναι ενεργή (Jennings et al 
1994). Σε µεταγενέστερα στάδια της εµβρυικής ανάπτυξης, το πρότυπο έκφρασης 
διαφοροποιείται για κάποια από τα γονίδια, υποδηλώνοντας ότι και άλλοι παράγοντες πέρα 
από το Notch σηµατοδοτικό µονοπάτι ρυθµίζουν την έκφραση των E(spl) γονιδίων (Wech et al 
1999). Επίσης, στο στάδιο της προνύµφης τα πρότυπα έκφρασης των διάφορων E(spl) γονιδίων 
διαφέρουν αρκετά µεταξύ τους (de Celis et al 1996), υποστηρίζοντας την ύπαρξη πολλαπλών 
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παραγόντων ρύθµισης της γονιδιακής έκφρασης. Για παράδειγµα, στον αναπτυξιακό δίσκο του 
φτερού τα γονίδια E(spl)m7 και E(spl)m8 εκφράζονται σε όλους τους προνευρικούς 
συναθροισµούς, τα σύνολα δηλαδή των κυττάρων από τα οποία θα προκύψουν τα µελλοντικά 
SOP, σε ανίθεση µε το γονίδιο E(spl)mδ που εκφράζεται µόνο σε υποσύνολο των προνευρικών 
συναθροισµών και το γονίδιο E(spl)mβ που εκφράζεται µόνο στις περιοχές µεταξύ των 
νευρώσεων του φτερού. ∆ιαφορές παρατηρούνται και σε άλλους αναπτυξιακούς δίσκους. Oι 
διαφορές αυτές στο πρότυπο έκφρασης των γονιδίων E(spl) τονίζουν, πέρα από την απαίτηση 
για τη δράση και άλλων παραγόντων ρύθµισης σε συνδυασµό µε το µονοπάτι του Notch, και το 
γεγονός ότι συγκεκριµένες αποφάσεις κυτταρικής ανάπτυξης που εµπλέκουν το Notch 
σχετίζονται µε σύγκεκριµένα E(spl) γονίδια. Eπιπλέον, η συντήρηση του γονιδιακού συµπλόκου 
µεταξύ δύο ειδών, της Drosophila melanogaster και Drosophila hydei (Maier et al 1993) τονίζει 
περαιτέρω τo συµπέρασµα ότι το καθένα από τα E(spl) γονίδια επιτελεί διακριτές και σηµαντικές 
λειτουργίες κατά την ανάπτυξη του οργανισµού. 

1.8.1 Xαρακτηριστικά των E(spl) πρωτεϊνών. 

 Oι επτά E(spl) πρωτεΐνες µοιράζονται δοµικές ιδιότητες κοινές τόσο µεταξύ τους όσο και 
µε τις πρωτεΐνες Hairy, Deadpan, Hey, Side, Her Stich µε τις οποίες συναποτελούν µία 
συγκεκριµένη υποοοικογένεια bHLH πρωτεϊνών, τις bHLH-Orange πρωτεΐνες.  

 Κατ’αρχήν είναι πρωτεΐνες bHLH, οµάδας Β, µε ιδιαίτερο χαρακτηριστικό το αµινοξικό 
κατάλοιπο της προλίνης στη βασική περιοχή. Η συντήρηση της υποδηλώνει ότι παίζει 
σηµαντικό ρόλο στην (ειδική) πρόσδεση στο DNA. Χαρακτηρίζονται επίσης, από την Orange 
περιοχή, η οποία είναι πάντα διατεταγµένη καρβοξυτελικά σε σχέση µε τη bHLH περιοχή και έχει 
προταθεί ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στην ειδικότητα των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεών τους 
και κατ’ επέκταση της δράσης τους (Dawson et al 1995). Τέλος, ένα σηµαντικό χαρακτηριστικό 
των E(spl) γονιδίων είναι ότι είναι ενεργοί µεταγραφικοί καταστολείς (Nakao et al 1996, Oellers 
et al 1994, Tata and Hartley 1995, Ligoxigakis et al 1999). H εγγενής µεταγραφική κατασταλτική 
τους ιδιότητα εντοπίζεται στην καρβοξυτελική τετραµινοξική περιοχή WRPW. H περιοχή αυτή 
είναι ικανή και απαραίτητη για την αλληλεπίδραση µε τον συγκαταστολέα TLE/Groucho 
(Paroush et al 1994, Fisher et al 1996). Έχει αποδειχθεί ότι η πρωτεΐνη Groucho είναι 
απαραίτητη για την καταστολή των γονιδίων στόχων in vivo (Paroush et al 1994) και είναι ικανή 
να καταστείλλει τη µεταγραφή γονιδίων αναφοράς όταν προσδεθεί στο DNA τεχνητά (Fisher et al 
1996). Σύµφωνα µε τους Chen et al (1999) η πρωτεΐνη Groucho αλληλεπιδρά µε την 
απακετυλάση ιστονών Rpd3. H αλληλεπίδραση είναι άµεση σύµφωνα µε in vitro πειράµατα και 
διαµεσολαβείται µέσω της πλούσιας σε γλυκίνη και προλίνη περιοχής του Groucho. Προτείνεται 
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εποµένως ότι ένας µηχανισµός µε τον οποίο η Groucho είναι ικανή να καταστείλλει τη 
µεταγραφή είναι µέσω της µετατροπής της χρωµατινικής δοµής στα γονίδια στόχους. 

1.9 Mοντέλο πλευρικής αναστολής κατά το διαχωρισµό του Πρόδροµου 
Aισθητηρίου Oργάνου κατά την ανάπτυξη τού ΠNΣ. 

 Ο µηχανισµός της πλευρικής αναστολής (Εικ. 6) µέσω της σηµατοδότησης Notch (Εικ. 
4) έχει µελετηθεί ιδαίτερα καλά στην περίπτωση της γένεσης του πρόδροµων αισθητηρίων 
κυττάρων στον αναπτυξιακό δίσκο του φτερού, που αργότερα κατά την ανάπτυξη θα δώσουν τις 
µηχανοαισθητήριες σµήριγγες. Στον αναπτυξιακό δίσκο του φτερού η έκφραση των 
προνευρικών γονιδίων ac και sc, που επιτυγχάνεται µε τη συνδυαστική δράση ενός 
προκαθορισµένου προτύπου µεταγραφικών παραγόντων στις cis ρυθµιστικές περιοχές- 
ενισχυτές των εν λόγω γονιδίων, σε συναθροισµούς κυττάρων, είναι η αιτία για την απόκτηση 
από τα κύτταρα αυτά της ικανότητας να ακολουθήσουν το νευρικό αναπτυξιακό δυναµικό. Oι 
συναθροισµοί των κυττάρων αυτών ονοµάζονται προνευρικοί συναθροισµοί. Ένας τυπικός 
προνευρικός συναθροισµός αποτελείται από 20 µε 30 κύτταρα, αλλά το µελλοντικό πρόδροµο 
αισθητήριο κύτταρο θα προέλθει από ένα υποσύνολο του προνευρικού συναθροισµού, που 
χαρακτηρίζεται προνευρικό πεδίο. Στο προνευρικό πεδίο παρατηρείται ότι τα επίπεδα έκφρασης 
των προνευρικών πρωτεϊνών είναι υψηλότερα από τα γειτονικά τους στο προνευρικό 
συναθροισµό. Tο µελλοντικό πρόδροµο κύτταρο συσσωρεύει µάλιστα ακόµα υψηλότερα 
επίπεδα προνευρικών πρωτεϊνών. Eίναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι το µελλοντικό πρόδροµο 
κύτταρο καταλαµβάνει πάντα την ίδια θέση στο προνευρικό πεδίο. Στην επόµενη φάση της 
ανάπτυξης στο µελλοντικό πρόδροµο αισθητήριο κύτταρο εκφράζεται γονίδια στόχους των 
προνευρικών πρωτεϊνών, όπως για παράδειγµα η προνευρική πρωτεΐνη Ase, η οποία 
παράλληλα µε τις προνευρικές πρωτεΐνες είναι υπεύθυνη για τη δροµολόγηση των γεγονότων 
που οδηγούν στη νευρική διαφοροποίηση (Εικ. 5). 

 Tαυτόχρονα µε την επιλογή του πρόδροµου αισθητηρίου οργάνου από το προνευρικό 
πεδίο, επιτυγχάνεται η αποτροπή των υπόλοιπων κυττάρων του προνευρικού συναθροισµού να 
ακολουθήσουν την ίδια πορεία. Aντίθετα, αυτά διαφοροποιούνται τελικά προς κύτταρα 
επιδερµίδας. Σηµαντικό ρόλο στη ανασταλτική αυτή διεργασία κατέχει η σηµατοδότηση µέσω 
του µονοπατιού Notch. H συσσώρευση των προνευρικών πρωτεϊνών στο µελλοντικό πρόδροµο 
αισθητήριο κύτταρο θεωρείται ως το νωρίτερο σήµα της δέσµευσής του για τη µελλοντική του 
αναπτυξιακή πορεία (Cubas et al. 1991; Skeath and Carroll 1991). Έχει δειχθεί ότι όσο 
περισσσότερο προνευρική πρωτεΐνη συσσωρεύεται µέσα σε ένα κύτταρο τόσο πιο ικανό είναι 
αυτό να σηµατοδοτεί στα γειτονικά και τόσο λιγότερο δεκτικό είναι στο να δέχεται αυτό το 
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αντίστοιχο σήµα. Mε αυτό τον τρόπο το µελλοντικό πρόδροµο αισθητήριο κύτταρο 
αποδεσµεύεται από το ανασταλτικό σήµα Notch από τα γειτονικά κύτταρα του προνευρικού 
συναθροισµού και επιλέγεται τελικά αυτό µεταξύ των άλλων (Simpson 1990,1997; Heitzler and 
Simpson 1991). Η παραπάνω ικανότητητα του µελλοντικού πρόδροµου αισθητηρίου οργάνου 
οφείλεται στην εγκαθίδρυση ασύµµετρης σηµατοδότησης µεταξύ των κυττάρων του προνευρικού 
συναθροισµού, µε φορά από το SOP προς τα γειτονικά κύτταρα. Η µοριακή βάση για την 
ασυµµετρία αυτή έχει προταθεί ότι είναι η θετική µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου Delta από 

 

Εικόνα 5: A) Σχηµατική απεικόνιση των στερεότυπων θέσεων των SOP σε αναπτυξιακό δίσκο φτερού 3ου 
προνυµφικού σταδίου, Β) Πείραµα φθορίζοντα ανοσοιστοχηµικού εντοπισµού προτύπου έκφρασης του ase στα 
SOP, σε αντίστοιχες θέσεις µε αυτές που απεικονίζονται στο Α, Γ) Απεικόνιση των θέσεων των αισθητηρίων 
οργάνων και ονοµατολογική αντιστοίχισή τους µε τα SOP που φαίνονται στο Α στο θώρακα και στο φτερό ενήλικου 
ατόµου Drosophila melanogaster. a: πρόσθια (anterior); p: οπίσθια (posterior); SC: scutellar; DC: dorsocentral; NP: 
notopleural; SA: supra-alar; tr1: 1st sensillum trichodeum, WM: wing margin; Teg: tegula; vR: ventral radius; dR: 
dorsal radius; L3–2: second sensillum campaniformia of the third vein (από Brand et al 1993 και Huang et al., 1991). 

ετεροδιµερή Da και Scute ή Achaete (Heitzler et al 1996). Το παραπάνω µοντέλο αµφισβητηθεί 
από τα αποτελέσµατα των Pavlopoulos et al (2001), σύµφωνα µε τα οποία τα επίπεδα του 
δεσµευτή Delta και του υποδοχέα Notch παραµένουν αναλλοίωτα και η έκφραση του γονιδίου 
neuralized στο πρόδροµο νευρικό κύτταρο εντείνει τη δυνατότητα σηµατοδότησης του Delta στο 
SOP. H αύξηση σηµατοδότησης από Delta από το µελλοντικό SOP το καθιστά ικανό όχι µόνο να 
"στέλνει" περισσότερο σήµα στα γειτονικά του κύτταρα (όπως είναι προφανές) αλλά και 
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ταυτόχρονα  να µη δέχεται πολύ σήµα από αυτά. Έχει προταθεί άλλωστε ότι η πρωτεΐνη Delta 
µπορεί να δρα in cis, αυτόνοµα και ανταγωνιστικά, να δρα δηλαδή στο ίδιο το κύτταρο όπου 
εκφράζεται παρεµποδίζοντας την σηµατοδότηση µέσω Notch (de Celis et al. 1996). Tο συνολικό 
αποτέλεσµα της ρύθµισης αυτής είναι ότι καθιερώνεται ένας ανατροφοδοτικός µηχανισµός 
σύµφωνα µε τον οποίο εντείνεται η διαφορά µεταξύ του πρόδροµου αισθητηρίου κυττάρου και 
των γειτονικών του. Tο Notch µονοπάτι είναι εν τέλει ενεργό σε όλα τα κύτταρα του προνευρικού 
συναθροισµού αλλά όχι στο πρόδροµο αισθητήριο κύτταρο. Eπιπλέον, µε τα χαµηλά επίπεδα 
δραστικότητας του Notch µονοπατιού, µπορεί να ευνοείται η ανταγωνιστική ως προς τη 
µετάδοση του σήµατος Notch δράση του Hairless (Bang et al. 1995). Mε την ενεργοποίηση του 
µονοπατιού εκφράζονται τα γονίδια E(spl) τα οποία στη συνέχεια θα καταστείλουν τη µεταγραφή 
των προνευρικών πρωτεϊνών, καθώς και στόχους αυτών και θα οδηγήσουν το κύτταρο προς την 
επιδερµική αναπτυξιακή πορεία. 

 

Εικόνα 6: Σχηµατική απεικόνιση των ρυθµιστικών αλληλεπιδράσεων κατά τη διαδικασία της πλευρικής αναστολής. 
SOP: πρόδροµο νευρικό κύτταρο. Πιθανότατα, πριν επιλεχθεί το SOP, η σηµατοδότηση Notch είναι ισοδύναµη 
µεταξύ των κυττάρων του προνευρικού συναθροισµού, λόγω της θετικής µεταγρφικής ρύθµισης των Ε(spl) γονιδίων 
από τις προνευρικές πρωτεΐνες, τα οποία ανταγωνίζονται τη λειτουργία και καταστέλλουν τη µεταγραφή των 
Senseless και προνευρικών. Η αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης Sc έχει θετικό αποτέλεσµα στη µεταγραφή του 
ίδιου γονιδίου µέσω του SMC ενισχυτή. H σηµατοδότηση Notch προς το γειτονικό κύτταρο ενισχύεται λόγω 
ταυτόχρονής έκφρασης neuralised. Επιπλέον, τα υψηλά επίπεδα Dl µπλοκάρουν το εισερχόµενο σήµα λόγω in cis 
αλληλεπίδρασης µε τον υποδοχέα N. Στο τελευταίο, η ενεργοποίηση του µονοπατιού οδηγεί στην αυξηµένη έκφραση 
των γονιδίων E(spl), τα οποία δρούν  κατασταλτικά επί της µεταγραφής των προνευρικών γονιδίων, πιθανότατα σε 
συνεργασία και µε άλλους παράγοντες, όπως το Senseless (το οποίο σε χαµηλά επίπεδα καταστέλλει την έκφραση 
των προνευρικών γονιδίων). Στο SOP κύτταρο, όπου τα επίπεδα σηµατοδότησης Notch  είναι χαµηλά, τα υψηλά 
επίπεδα της πρωτεΐνης Senseless καταστέλλουν (παράλληλα µε το κατασταλτικό σύµπλεγµα της πρωτεΐνης 
Su(H)/συγκαταστολέων) τη µεταγραφή των Ε(spl) γονιδίων και συνεργάζονται µε τις προνευρικές πρωτεΐνες για την 
δροµολόγηση της νευρικής διαφοροποίησης (τροποιηµένο από Culi et al 1998 και Jafar-Nejad et al 2003). 
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 Έχει προσδιοριστεί ότι η αύξηση των προνευρικών πρωτεϊνών στο µελλοντικό SOP 
είναι προιόν της δράσης ενός ενισχυτή, επονοµαζόµενου SMC, ευρισκοµένου στη ρυθµιστική 
περιοχή του γονιδίου Scute και µέσω αυτής επιτελείται µία θετική αυτορύθµιση της µεταγραφής. 
O ενισχυτής αυτός είναι εξελικτικά συντηρηµένος και αποτελεί έναν από τους στόχους του Notch 
µονοπατιού in vivo. Mε άλλα λόγια η θετική αυτορύθµιση των προνευρικών πρωτεϊνών αποτελεί 
έναν από τους πρωταρχικούς στόχους της δράσης των E(spl) πρωτεϊνών (Culi e al 1998). 

1.10 Μηχανισµοί δράσης των πρωτεϊνών Ε(spl). 

 Έχουν προταθεί διάφοροι τρόποι και στόχοι δράσης των πρωτεϊνών E(spl). Σύµφωνα µε 
µία από τις υποθέσεις που έχουν προταθεί είναι ότι µπορούν να δρουν σαν την πρωτεΐνη 
extamacrochaete, δηλαδή να σχηµατίζουν διµερή µε τις προνευρικές πρωτεΐνες bHLH, ανίκανα 
να προσδεθούν στις αντίστοιχες αλληλουχίες DNA (Alifragis et al., 1997; Sasai et al 1992, 
Kageyama and Nakanishi, 1997). Η πιθανότητα αυτή έχει σήµερα αµφισβητηθεί εντόνως 
(Jimenez and Ish-Horowicz 1997).  

 Οι Ε(spl) πρωτεΐνες είναι πράγµατι ενεργοί µεταγραφικοί καταστολείς και µπορούν να 
δρούν ως άµεσα προσδεδεµένοι στο DNA µεταγραφικοί παράγοντες. Σε αυτό συνηγορούν η 
συντήρηση της βασικής τους περιοχής, προφανώς άµεσα συνδεδεµένη µε την εκδήλωση της 
δραστικότητάς τους, καθώς και η αποδεδειγµένη ικανότητά τους να προσδένονται σε 
συγκεκριµένες DNA αλληλουχίες in vitro και να καταστέλουν συγκεκριµένα γονίδια αναφοράς in 
vivo (Ohsako et al 1994, van Doren et al 1994, Jennings et al 1999).  

 Ωστόσο υπάρχουν µια σειρά πειραµατικών δεδοµένων, βάσει των οποίων έχει εξαχθεί 
το συµπέρασµα ότι οι Ε(spl) πρωτεΐνες µπορούν να δρουν ανεξαρτήτως πρόσδεσης στο DNA. 
Σε αυτό άλλωστε είχε αρχικά στηριχθεί η πρώτη υπόθεση των ανενεργών διµερών µε τις 
προνευρικές πρωτεΐνες. Για παράδειγµα, µετάλλαξη των θέσεων πρόσδεσης των E(spl) 
πρωτεϊνών στον ενισχυτή SMC δεν έχει καµµία επίπτωση στην πλευρική αναστολή, αφού ο 
ενισχυτής παραµένει ενεργός µόνο στα πρόδροµα νευρικά κύτταρα χωρίς να εξαπλώνεται η 
έκφρασή του στα γειτονικά κύτταρα του προνευρικού συναθροισµού (Culi et al 1998). Επίσης, 
στο παρελθόν, έχουν περιγραφεί µεταλλάξεις που ενώ επηρεάζουν την βασική περιοχή,οι E(spl) 
πρωτεΐνες διατηρούν τη δραστικότητά τους (Giebel and Campos-Ortega 1997; Nakao and 
Campos-Ortega 1996; Oellers et al., 1994). Η ερµηνεία που δίνεται µέχρι στιγµής για την 
ερµηνεία αυτών των παρατηρήσεων είναι ότι οι Ε(spl) πρωτεΐνες µπορούν να στρατολογηθούν 
µέσω πρωτεινικών αλληλεπιδράσεων για να αποκτήσουν (έστω σε µικρότερο βαθµό) πρόσβαση 
στις ρυθµιστικές αλληλουχίες γονιδίων στόχων για την καταστολή της µεταγραφής  τους (Culi et 
al 1998, Jimenez et al 1997).  
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 Έχει ήδη προαναφερθεί ότι οι πρωτεΐνες bHLH έχουν την ικανότητα οµο- και ετερο-
διµερισµού µεταξύ τους. Υπενθυµίζεται µάλιστα ότι οι E(spl) πρωτεΐνες ανήκουν σε µία ευρύτερη 
υποοικογένεια των bHLH πρωτεϊνών, την υποοικογένεια των bHLH-Orange πρωτεϊνών. Τα 
υπόλοιπα µέλη αυτής της υποοικογένειας, περιλαµβάνουν [πέρα από τις 7 Ε(spl) πρωτεΐνες (mβ, 
mγ, mδ, m3, m5, m7, m8)] και τις πρωτεΐνες Hairy (H), Deadpan (Dpn), Sticκy chordotonal 
(Stich), Similar to Deadpan (Side), Hairy-E(spl) related (Her) και Hairy-E(spl) related with YRPW 
(Hey), οι περισσότερες από τις οποίες είναι ελάχιστα ως καθόλου µελετηµένες (Ledent and 
Vervoort 2001, Moore et al 2000, Πίν. 1). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η πρωτεΐνη Hey, 
καθώς µελέτες σε ορθόλογα γονίδια σπονδυλωτών, έχουν αποκαλύψει ότι αυτά είναι άµεσοι 
µεταγραφικοί στόχοι του Notch και επιπλέον, οι αντίστοιχες πρωτεΐνες συνεργάζονται µε τις Hes 
πρωτεΐνες, που είναι οµόλογες µε τις E(spl), για την αποτελεσµατικότερη καταστολή γονιδίων 
στόχων (Iso et al 2003).  

2 EIΣAΓΩΓH (MEPOΣ B) 

2.1 Πρωτεΐνες Hey και σηµατοδότηση Notch. 

 Tο εξελικτικά συντηρηµένο σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch επηρεάζει την κυτταρική τύχη 
µέσω διακυτταρικής επικοινωνίας ρυθµίζοντας διαδικασίες όπως κυτταρική επιβίωση, διαίρεση 
και διαφοροποίηση (Greenwald 1998, Artavanis-Tsakonas et al. 1999, Miele and Osborne 1999). 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί τα συστατικά του µονοπατιού αποµονώθηκαν αρχικά ως νευρογόνα 
γονίδια στη Drosophila, καθώς οι φαινότυποι µεταλλαγών έλλειψης λειτουργίας των γονίδίων 
αυτών χαρακτηρίζονταν από τον σχηµατισµό αυξηµένου αριθµού νευροβλαστών εις βάρος των 
επιδερµικών πρόδροµων κυττάρων (Egan et al 1998, Greenwald 1998, Artavanis-Tsakonas et al. 
1999).  

 H νευρογένεση δεν είναι η µόνη διαδικασία στην οποία το σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch 
κατέχει έναν κεντρικό ρόλο. Επιπλέον, εµπλέκεται σε αναπτυξιακές διαδικασίες που αφορούν 
στην ανάπτυξη οργάνων προερχόµενα και από τις τρεις βλαστικές στοιβάδες (Hartenstein et al 
1992). Στα σπονδυλωτά ειδικά, ο πλειοτροπικός ρόλος του Notch µονοπατιού κατά την 
ανάπτυξη αποδεικνύεται από το ότι µεταλλαγές έλλειψης λειτουργίας των  Notch υποδοχέων και 
των αντίστοιχων δεσµεύτών τους οδηγούν σε αναπτυξιακές ανωµαλίες πολλών ιστών, 
συµπεριλαµβανοµένων αγγείων, τού θύµου αδένα, της κρανιοεγκεφαλικής περιοχής των ακρων, 
των σωµιτών, του κεντρικού νευρικού συστήµατος, της καρδιάς, των νεφρών και των 
αιµατοποιητικών κυττάρων (Conlon et al 1995, de la Pompa et al 1997, Hrabe de Angelis et al 
1997, Sidow et al 1997, Jiang et al 1998, Kusumi et al 1998, Hamada et al 1999, Xue et al 1999, 
Krebs et al 2000, McCright et al 2001, Dunwoodie et al 2002). 
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 Oι πιο γνωστοί µεταγραφικοί στόχοι και ταυτόχρονα διεκπεραιωτές του µονοπατιού 
Notch είναι γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες-µέλη της HES/E(spl) οικογένειας. Oι πρωτεΐνες 
αυτές είναι πρωτεΐνες bHLH και δρουν ως µεταγραφικοί καταστολείς (Ohsako et al 1994, Van 
Doren et al 1994, Chen et al 1997). Για παράδειγµα, στα θηλαστικά οι πρωτεΐνες Hes1 και Hes5 
επάγονται κατόπιν σηµατοδότησης µεσω Notch και είναι απαραίτητες για την καταστολή 
ιστοειδικών µεταγραφικών πραγόντων και κατ' επέκταση την παρεµπόδιση της νευρικής 
διαφοροποίησης των νευρικών προδρόµων κυττάρων στο έµβρυο του ποντικού (Otsuka et al 
1999), κατ’ αναλογία µε τις E(spl) πρωτεΐνες στη µύγα.  

 Ωστόσο, η ιστοειδική κατανοµή των υποδοχέων Notch και των δεσµευτών τους δεν 
ταυτίζεται πάντα µε το πρότυπο έκφρασης των Hes πρωτεϊνών. Eπίσης, οι φαινότυποι που 
προκύπτουν σε διάφορους ιστούς, των οποίων η ανάπτυξη επηρεάζεται από το Notch µονοπάτι, 
µετά από µετάλλαξη µεµονοµένων Hes γονιδίων είναι ηπιότεροι από τους αντίστοιχους 
φαινότυπους που παρατηρούνται σε µεταλλάξεις του Notch. H παρατήρηση αυτή οδήγησε στη 
διαµόρφωση της υπόθεσης ότι πρέπει να υπάρχουν επιπρόσθετοι, µη ταυτοποιηµένοι ακόµη 
διεκπεραιωτές του µονοπατιού Notch, που πιθανόν να συνεργάζονται µε τις Hes πρωτεΐνες. 

 Πρόσφατα, η προσοχή στράφηκε σε µια καινούρια οικογένεια πρωτεϊνών bHLH-Orange, 
επονοµαζόµενες Hey (Hairy/E(spl) related with a YRPW) (Leimester et al 1999, Steidl et al 2000). 
Oι πρωτεΐνες της οικογένειας αυτής έιναι επισης γνωστές ως Hesr (Hairy/E(spl) related) (Kokubo 
et al 1999, Satow et al 2001), HRT (Hairy related transcription factor) (Nakagawa et al 1999), 
CHF (Cardiovascular Helix loop helix factor) (Chin et al 2000), gridlock (Zhong et al 2000), Herp 
(Hairy/E(spl) related repressor protein) (Iso et al 2001, Iso et al 2002) (Πίν. 2). H οµοιότητά τους 
µε τις Hes πρωτεΐνες ήταν η βασική αιτία για την υπόθεση ότι οι Hey πρωτεΐνες µπορεί να είναι 
νέοι στόχοι και διεκπεραιωτές του Notch µονοπατιού. H υπόθεση αυτή υποστηρίχθηκε 
περαιτέρω όταν παρατηρήθηκε ότι το πρότυπο έκφρασής τους αλληλοεπικαλύπτεται µερικώς µε 
το πρότυπο έκφρασης των Hes πρωτεϊνών. Oρισµένα µάλιστα πειραµατικά δεδοµένα 
υποστηρίζουν ότι οι Hey πρωτεΐνες είναι διεκπεραιωτές της σηµατοδότησης Nοtch είτε από 
µόνες τους είτε σε συνεργασία µε τις Hes πρωτεΐνες. 
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Πίνακας 2: Ονοµατολογία της πρωτεινικής οικογένειας HERP 

Συντόµευση Πλήρες όνοµα 

1 2 3 

Hey (Hairy/E(spl)-related with YRPW) Hey2  Hey1  HeyL  

Hesr (Hairy/E(spl)-related)   Hesr1   

HRT (Hairy-related transcription factor) HRT2 HRT1  HRT3  

CHF (Cardiovascular helix-loop- helix factor) CHF1  CHF2   

Herp (HES-related repressor protein)  HERP1  HERP2   

gridlock (Zebrafish ορθόλογο γονίδιο) gridlock    

dHey (Drosophila ορθόλογο γονίδιο)  dHey   

    

2.2 ∆οµικές οµοιότητες και διαφορές πρωτεϊνών Hey-Hes. Kατάταξη των 
πρωτεϊνών bHLH Hey. 

 Mέχρι σήµερα, στα θηλαστικά έχουν ταυτοποιηθεί εφτά πρωτεΐνες Hes (από Iso et al 
2003) και τρεις πρωτεΐνες Hey (Hey1-3) (Kokubo et al 1999, Leimester et al 1999, Nakagawa et 
al 1999, Chin et al 2000, Zhong et al 2000, Iso et al 2001). Oι δύο οικογένειες µοιράζονται κοινά 
χαρακτηριστικά. Tα µέλη των δύο οικογένειών έχουν περιοχή bHLH καθώς και περιοχή Orange 
(ή αλλοιώς επονοµαζόµενη έλικες 3 και 4), πάντα διατεταγµένη καρβοξυτελικά της bHLH 
περιοχής. H σύσταση και ακολουθία των αµινοξέων των δύο παραπάνω περιοχών είναι 
παρόµοιες µεταξύ των µελών της κάθε οικογένειας, διαφέρουν όµως µεταξύ των δύο 
διαφορετικών οικογενειών. Oι πιο αξιοσηµείωτες διαφορές που διαχωρίζουν την οικογένεια Hey 
από την οικογένεια Hes/E(spl) είναι οι εξής:  

 Oι πρωτεΐνες Hes περιέχουν µία προλίνη στη βασική τους περιοχή, η οποία είναι 
εξελικτικά συντηρηµένη σε βαθµό τέτοιο που οι πρωτεΐνες Hes να χαρακτηρίζονται ως προλίνης 
πρωτεΐνες bHLH. Aντίθετα, οι πρωτεΐνες Hey φέρουν µία γλυκίνη στην αντίστοιχη θέση της 
αµινοξικής τους αλληλουχίας. Eπιπλέον, όλες οι Hes πρωτεΐνες φέρουν το τετραπεπτίδιο WRPW 
στο καρβοξυτελικό τους άκρο, ενώ οι πρωτεΐνες Hey έχουν αντ' αυτού το τετραπεπτίδιο YRPW ή 
παραλλαγές αυτού. Tέλος, οι Hey πρωτεΐνες των θηλαστικών φέρουν µία συντηρηµένη περιοχή, 
της οποίας η αµινοξική αλληλουχία είναι TE(V/I)GAF, καρβοξυτελικά τοποθετηµένη σχετικά µε το 
προαναφερόµενο τετραπεπτίδιο. H περιοχή αυτή απουσιάζει από τις Hes πρωτεΐνες.  
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Εικόνα 7: A) Πολλαπλή στοίχιση των Hey πρωτεϊνών. Συµπεριλαµβάνονται πρωτεΐνες της ευρύτερης οικογένειας 
των bHLH-Orange πρωτεϊνών. Γ) Πίνακας οµολογίας των διάφορων Hey πρωτεϊνών µεταξύ τους: hHey, mHey, dHey 
xHey, zHey από άνθρωπο,ποντίκι, Drosophila, Xenopus και zebrafish αντιστοίχως. 
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 Eίναι λοιπόν φανερό από τα παραπάνω ότι οι Hey πρωτεΐνες σχετίζονται δοµικά µε τις 
πρωτεΐνες Hes, έχοντας όµως ταυτόχρονα δική τους ταυτότητα. Προς επίρρωση του 
συµπεράσµατος αυτού, φυλογενετική ανάλυση των bHLH περιοχών αντιπροσωπευτικών 
µεταγραφικών παραγόντων δείχνει ότι οι Hey πρωτεΐνες συγκροτούν ένα διακριτό υποσύνολο 
bHLH πρωτεϊνών (Vasiliauskas and Stern 2000, Bessho et al 2001, Davis and Turner 2001, 
Teramoto et al 2001). 

2.3 Eιδικότητα πρόσδεσης των πρωτεϊνών Hey.  

 Οι πρωτεΐνες Hey φαίνεται να ανήκουν στις bHLH-Orange, όπου ανήκουν οι Hes 
πρωτεΐνες των θηλαστικών, όπως και οι πρωτεΐνες Hairy kai E(spl) της Drosophila. Oι πρωτεΐνες 
bHLH της οµάδας αυτής είναι µεταγραφικοί καταστολείς που προσδένονται σε αλληλουχίες 
τύπου C (CACGNG) καθώς και σε αλληλουχίες N (CACNAG). Oι πρωτεΐνες Hes και E(spl) 
προσδένονται και σε αλληλουχίες τύπου B (CACGTG) (Ohsako et al 1994, Van Doren et al 
1994, Fischer and Caudy1998, Jennings et al 1999). Συγκεκριµένα, οι θέσεις πρόσδεσης των 
Hey πρωτεϊνών καθορίστηκαν µε πειράµατα υστέρησης ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 
(Nakagawa et al 2000, Iso et al 2001). H αµινοξική αλληλουχία στη βασική περιοχή της 
πρωτεΐνης Hey2 είναι παρόµοια µε την αλληλουχία της Hes1 και, όπως η Hes1, η Hey2 µπορεί 
να προσδένεται αλληλουχίες της τάξης C και B, αν και πιθανότατα µε διαφορετική συγγένεια. H 
Hey1 επίσης προσδένεται σε αλληλουχίες τάξης C και B (Nakagawa et al 2000, Iso et al 2001). 
Περιέργως, η ανθρώπινη Hey3 δεν προσδένεται σε αλληλουχίες τάξης B ((Nakagawa et al 2000). 
Iδιαίτερη έκπληξη προκάλεσε η παρατήρηση ότι οι Hey1 και Hey2 µπορούν επίσης να 
προσδένονται σε αλληλουχίες τάξης A (Iso et al 2001). 

 H εκτεταµένη συντήρηση της προλίνης στη βασική περιοχή των Hes πρωτεϊνών και της 
γλυκίνης στην αντίστοιχη θέση των Hey πρωτεϊνών υποδηλώνει πιθανότατα ένα σηµαντικό ρόλο 
για τα αµινοξικά αυτά κατάλοιπα στην ειδικότητα πρόσδεσης των πρωτεϊνών στο DNA, αν και 
ακόµη αυτό δεν έχει αποδειχθεί. Aντίθετα µάλιστα, µεταλλαγή της γλυκίνης σε προλίνη στην 
πρωτεΐνη Hey1 δεν επηρεάζει σηµαντικά τη λειτουργικότητά της, δηλαδή την καταστολή της 
δραστικότητας του υποκινητή της µυογενίνης ή την καταστολή της µυογόνου δράσης της 
πρωτεΐνης MyoD σε καλλιέργεια κυττάρων 10T1/2 (Sun et al 2001).  

2.4 Mηχανισµοί καταστολής από τις πρωτεΐνες Hey.  

 H σηµαντικότερη απόδειξη ότι οι πρωτεΐνες Hey είναι µεταγραφικοί καταστολείς 
προέκυψε από πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυτταρικών σειρών, που έδειξαν ότι η Hey2 
καταστέλλει τη µεταγραφή του ίδιου γονιδίου Hey2 και ότι αυτή η καταστολή είναι εξαρτώµενη 
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µόνο από τη bHLH περιοχή της (Nakagawa et al 2000). Σε συµφωνία µε τα παραπάνω 
δεδοµένα, η έκφραση χιµαιρικών µορφών των Hey1 και Hey2 πρωτεϊνών, συντηγµένων 
µεταφραστικά µε την ετερόλογη περιοχή πρόσδεσης DNA του GAL4 µεταγραφικού 
ενεργοποιητή, οδήγησε στην καταστολή της µεταγραφής κατάλληλου γονιδίου αναφοράς, του 
οποίου η έκφραση κατευθύνεται από ένα σύνθετικό ενισχυτή µε θέσεις πρόσδεσης του GAL4 
(Iso et al 2001). Περαιτέρω πειράµατα στο ίδιο σύστηµα, στα οποία εξετάστηκε η δραστικότητα 
τµηµάτων της πρωτεΐνης Hey2, πάντα σε σύντηξη µε την GAL4 περιοχή πρόσδεσης του DNA, 
επιβεβαίωσαν ότι η bHLH περιοχή της πρωτεΐνης είναι αυτή που ευθύνεται για την κατασταλτική 
της δράση και όχι το καρβοξυ-τελικό τετραπεπτίδιο YQPW (Iso et al 2001). Πρέπει εδώ να 
σηµειωθεί ότι το αντίστοιχο τετραπεπτίδιο WRPW στις Hes/E(spl) πρωτεΐνες κατέχει κρίσιµο 
ρόλο για την κατασταλτική τους δράση, καθώς µέσω αυτού στρατολογείται ο συγκαταστολέας 
TLE/Groucho (Wainwright and Ish-Horowicz 1992, Paroush et al 1994, Fisher et al 1996, Giebel 
and Campos-Ortega 1997). Eποµένως, πιθανότατα, δεν είναι απαραίτητη η στρατολόγηση TLE 
πρωτεΐνών για καταστολή από τις Hey πρωτεΐνες. Πιο αναλυτικά, έχει προταθεί ότι η bHLH 
περιοχή της Hey2 είναι ικανή και απαραίτητη για την άµεση στρατολόγηση ενός συµπλέγµατος 
συγκαταστολέων που συµπεριλαµβάνει τις πρωτεΐνες N-CoR, mSin3A και την έµµεση 
αλληλεπίδραση µε το συγκαταστολέα HDAC1 (Iso et al 2001). 

 Ως αντίλογος στα παραπάνω δεδοµένα παρουσιάζονται τα συµπεράσµατα από µελέτες 
στο γονίδιο Hey2 (gridlock) στο zebrafish βασισµένες κυρίως στην υποµορφική µεταλλαγή 
έλλειψης λειτουργίας του γονιδίου, grlm145, που αποµονώθηκε σε µία µεγάλης κλίµακας 
επισκόπηση για ταυτοποίηση αναπτυξιακών µεταλλαγών µετά από χηµική µεταλλαξιγένεση 
(Weinstein et al 1995, Zhong et al 2000). O φαινότυπος της µεταλλαγής συνίσταται στην 
επιλεκτική διατάραξη της συγκρότησης της αορτής µε αποτέλεσµα τη διακοπή της κυκλοφορίας 
του αίµατος προς το οπίσθιο µέρος του σώµατος και την ουρά του αναπτυσσόµενου ατόµου, 
καθώς παρεµποδίζεται η ζεύξη των δύο προσθιοπλευρικών αρτηριών µε τη ραχιαία αορτή. H 
µοριακή βάση της µεταλλαγής µερικής έλλειψης λειτουργίας του γονιδίου, έγκειται στην αλλαγή 
τού κωδικονίου λήξης του γονιδίου σε αµινοξύ γλυκίνης µε αποτέλεσµα η ακολουθία της 
πρωτεΐνης να προεκτείνεται κατά 44 αµινοξέα στο καρβοξυτελικό άκρο της. Ίσως µία τέτοια 
τροποποίηση να εµποδίζει την αλληλεπίδραση µε τις αντίστοιχες TLE πρωτεΐνες του zebrafish. 
O φαινότυπος της µεταλλαγής διασώζεται µε την ένεση αγρίου τύπου mRNA στο µεταλλαγµένο 
άτοµο, αλλά όχι µε την ένεση mRNA που στερείται την τελική καρβοξυτελική YRPW περιοχή 
(Zhong et al 2000).  

 Η περιοχή Orange επίσης φαίνεται να εµπλέκεται σε επιπρόσθετους µηχανισµούς 
µεταγραφικής καταστολής από τις Hey πρωτεΐνες (Chin et al 2000, Sun et al (2001). H πρωτεΐνη 
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CHF1 (Hey2) αλληλεπιδρώντας µε την πρωτεΐνη ARNT, προκαλεί την αποµάκρυνσή της από το 
DNA και την επακόλουθη καταστολή της (εξαρτώµενης από την ARNT) µεταγραφής του VEGF 
υποκινητή. H κατασταλτική δραστικότητα της CHF1 εντοπίζεται στη bHLH-Orange περιοχή. 
Aντιθέτως, το τελικό τετραπεπτίδιο YRPW δεν είναι καθόλου απαραίτητο για τη δραστικότητα 
της πρωτεΐνης (Chin et al 2000). Kατ' αναλογία, οι πρωτεΐνες CHF1 (Hey2) και CHF2 (Hey1) 
καταστέλλουν την διαµεσολαβούµενη από τη MyoD θετική µεταγραφική ρύθµιση του υποκινητή 
της µυογενίνης, καθώς και τη µυογενή µετατροπή των κυττάρων, που επιφέρει η δράση της 
MyoD (Sun et al 2001). Πιο λεπτοµερής εξέταση της λειτουργίας της CHF2 (Hey1) έδειξε ότι η 
καταστολή επιτυγχάνεται πιθανότατα λόγω της παρεµπόδισης της πρόσδεσης των ετεροδιµερών 
MyoD-E47 στις αντίστοιχες E θέσεις, εξαιτίας της πρωτεϊνικής αλληλεπίδρασης MyoD και CHF2 
(Hey1). H κατασταλτική ιδιότητα της CHF2 εντοπίζεται στην ευρύτερη καρβοξυτελική περιοχή της 
πρωτεΐνης, συµεπεριλαµβανοµένης της περιοχής Orange, όπως προέκυψε από την εξέταση της 
δραστικότητας του υποκινητή της µυογενίνης και του ποσοστού µυογενούς µετατροπής των 
κυττάρων µετά από παροδική διαµόλυνσή τους ταυτόχρονα µε MyoD και µε µεταλλαγµένες 
µορφές του CHF2 γονιδίου, που κωδικοποιούν µεµονωµένες περιοχές της πρωτεΐνης (Sun et al 
2001). Tο τετραπεπτίδιο YRPW, αλλά και η bHLH περιοχή της CHF2 (Hey1) υπό τις 
συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες, είναι µη απαραίτητα για τη δραστικότητα της πρωτεΐνης. 

 Συµπερασµατικά, τόσο οι Hes όσο και οι Hey πρωτεΐνες δεν έχουν καλά χαρακτηρισθεί. 
Η ικανότητά τους για αλληλεπιδράσεις µε διάφορες πρωτεΐνες, καθώς και οι διάφορες 
ενεργότητες που επιδεικνύουν ανάλογα µε την πειραµατική µέθοδο είναι ενδείξεις για την 
πλειοτροπική τους δράση.   

2.5 Πρωτεΐνες Hey: στόχοι και διεκπεραιωτές του Notch µονοπατιού; 

 ∆ιάφορες µελέτες έχουν δείξει ότι τα γονίδια Hey1-3 είναι πιθανοί µεταγραφικοί στόχοι 
του Notch µονοπατιού. Oι υποκινητές των γονιδίων Hey1-3 ενεργοποιούνται από το συστατικά 
ενεργό ενδοκυττάριο τµήµα του Notch (NICD) σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυτταρικών 
σειρών (Maier and Gessler 2000, Nakagawa et al 2000, Iso et al 2002). Eπιπρόσθετα, τα 
ενδογενή επίπεδα των Hey1 και Hey2 mRNA αυξάνονται εντόνως, και οι αντίστοιχες 
πρωτεΐνεςσυσσωρεύονται στον πυρήνα µετά από έκφραση του NICD σε διάφορους κυτταρικούς 
τύπους (C2C12, 10T1/2, 293T και U2OS, A10) (Iso et al 2001α, Iso et al 2003). 

 Aν και τα παραπάνω δεδοµένα συνηγορούν στο ότι οι πρωτεΐνες Hey είναι πιθανοί 
στόχοι του Notch µονοπατιού, δεν αποδεικνύουν ότι ταυτόχρονα είναι άµεσοι ή/και φυσιολογικοί 
στόχοι του. Kατ' αρχήν, η έκφραση των Hey γονιδίων µπορεί να ρυθµίζεται θετικά δευτερεγενώς, 
δηλαδή να είναι αποτέλεσµα της έκφρασης άλλων, ενδιάµεσων γονιδίων, η οποία προκαλείται 
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µετά από την υπερέκφραση του NICD. Άλλωστε, η υπερέκφραση και µόνο του NICD µπορεί να 
προκαλέσει φυσιολογικά πολύπλοκες κυτταρικές αντιδράσεις. Για την παράκαµψη των 
παραπάνω πιθανών προβληµάτων, εφαρµόστηκε µία διαφορετική τακτική, βασισµένη στην 
συγκαλλιέργεια δύο οµάδων κυττάρων, στη µία εκ των οποίων εκφράζονται ενδογενώς τρεις 
υποδοχείς Notch, οι Notch1-3 και στην άλλη εκφράζουν έναν από τους ακόλουθους δεσµευτές 
του, τον Jagged1 (L κύτταρα) ή τον Dll1 (QT6 κύτταρα). H τακτική αυτή θεωρητικά 
αντιπροσωπεύει πιστότερα την πραγµατική ενεργοποίηση του µονοπατιού. Yπό αυτές τις 
συνθήκες, και παρουσία κυκλοεξαµιδίου, το οποίο παρεµποδίζει την de novo σύνθεση 
πρωτεϊνών (και γι' αυτό εκµηδενίζει οποιαδήποτε δευτερογενή αποτελέσµατα που µπορεί να 
προκαλούνται από την ενεργοποίηση του  µονοπατιού) εκτιµήθηκε ότι αυξάνονται δραµατικά τα 
ενδογενή επίπεδα mRNA των Hey1 (Iso et al 2001a, Iso et al 2002) και Hey2 (Iso et al 2002), 
αποδεικνύοντας ότι είναι πιθανότατα πρωταρχικοί στόχοι του Notch µονοπατιού.  

 Η ενεργοποίηση της έκφρασης των Hey γονιδίων από το Notch µονοπάτι είναι 
εξαρτώµενη από την πρωτεΐνη RBP-JK, οµόλογη της πρωτεΐνης Su(H) στα θηλαστικά (Iso et al 
2001a). H κυριότερη απόδειξη για τον κρίσιµο ρόλο της RBP-JK στην ενεργοποίηση των Hey 
γονιδίων είναι ότι σε OT11 κύτταρα, που στερούνται αυτής της πρωτεΐνης, καθώς προέρχονται 
από οµόζυγα RBP-Jk-/- ποντίκια, τα επίπεδα mRNA των Hey1 και Hey2 δεν αυξάνονται µετά από 
παροδική διαµόλυνση µε ανασυνδυασµένο αδενοιικό φορέα έκφρασης του NICD ή 
συγκαλλιέργεια µε L ή QT6 κύτταρα. Στις παραπάνω συνθήκες, η επαγωγή της έκφρασής των 
Hey1 και Hey2 γονιδίων επιτυγχάνεται, εάν απλά τα OT11 κύτταρα διαµολυνθούν µε πλασµίδια 
έκφρασης της RBPJk (Iso et al 2001a, Iso et al 2002).  

 Παρόµοια συµπεράσµατα µε τα προαναφερθέντα προκύπτουν από την ανάλυση του 
προτύπου έκφρασης των γονιδίων Hey in vivo µετά από επαγωγή της σηµατοδότησης Notch. Oι 
Lin et al (2000) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Hey3 επάγεται µετά από υπερέκφραση του Notch∆E, µιας 
µορφής του Notch1 υποδοχέα, από την οποία λείπει το εξωκυττάριο τµήµα της πρωτεΐνης, 
καθιστάµενη µε αυτόν το τρόπο διαρκώς ενεργή, κατ' αναλογία µε το NICD. Aντίθετη 
πειραµατική προσέγγιση συνιστά η εξέταση του προτύπου έκφρασης των διάφορων γονιδίων 
Hey σε ποντίκια µεταλλαγµένα για συστατικά του Notch µονοπατιού, η οποία οδηγεί στα ίδια µε 
τα παραπάνω συµπεράσµατα. Μετάλλαξη του γονιδίου Notch1 σε ποντίκια έχει ως αποτέλεσµα 
την ιδαίτερα µειωµένη και αποδιοοργανωµένη έκφραση των γονιδίων Hey1-3 στο προσωµιτικό 
µεσόδερµα και τους σωµίτες (Leimeister et al 2000α, β) knock out του  γονιδίου Dll1, που 
κωδικοποιεί για έναν από τους δεσµευτές του Notch µονοπατιού, προκαλεί επίσης ελάττωση, 
καθώς και διατάραξη του κανονικού προτύπου έκφρασης των γονιδίων Hey1-3 στο προσωµιτικό 
και σωµιτικό µεσόδερµα (Kokubo et al 1999, Leimester et al 2000α,β). Eπίσης, µετάλλαξη του 
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γονιδίου Dll3, οδηγεί σε ουσιαστική εκµηδένιση της πρωτεΐνης Hey1 στο προσωµιτικό 
µεσόδερµα (Dunwoodie et al 2002). Tέλος, σηµαντικότατη ένδειξη για τη λειτουργία των Hey 
γονιδίων ως διεκπεραιωτές του Notch µονοπατιού αποτελεί η οµοιότητα του φαινοτύπου των 
Hey2-/- ποντικών στην ανάπτυξη της καρδιάς (Donovan et al 2002, Gessler et al 2002, Sakata et 
al 2002), ο οποίος µοιάζει πολύ µε το φαινότυπο που προκαλείται από έλλειψη λειτουργίας 
JAG1 ή ακόµα και απλοανεπάρκεια του JAG1 ή σε διπλά ετερόζυγη κατάσταση για τα γονίδια 
Notch2 και JAG1 (Donovan et al 2002).  

 Τέλος, το ίδιο το πρότυπο έκφρασης των Hey γονιδίων σε διάφορους ιστούς αγρίου 
τύπου σε σύγκριση µε αυτό διαφόρων συστατικών του Notch µονοπατιού µπορεί να θεωρηθεί 
σε αρκετές περιπτώσεις ως σοβαρή ένδειξη υπέρ της θεωρίας ότι οι Hey πρωτεΐνες είναι άµεσοι 
και φυσιολογικοί στόχοι του Notch µονοπατιού. Για παράδειγµα, οι Leimeister et al (2000β) 
αναφέρουν ότι γονίδιο Hey3 είναι πολύ πιθανός µεταγραφικός στόχος του Notch3, βασιζόµενοι 
στην ανάλυση της δραστικότητας του υποκινητή του (Maier and Gessler 2000) αλλά και στο 
γεγονός ότι το πρότυπο έκφρασης των δύο γονιδίων συµπίπτει στα λεία µυικά κύτταρα της 
πεπτικής οδού και του αγγειακού συστήµατος, καθώς και στα όψιµα στάδια της ανάπτυξης του 
θύµου αδένα. H συνέκφραση Hey πρωτεϊνών και του υποδοχέα Notch5 έχει επίσης 
παρατηρηθεί στο zebrafish στη ραχιαία αορτή (Lawson et al 2001). Στον Xenopus το πρότυπο 
έκφρασης του X-Hey1 αλληλoεπικαλύπτεται σε µεγάλο βαθµό µε το πρότυπο έκφρασης του 
Notch-1, Delta-1 και Serrate-1 στον πρόνεφρο αλλά και στο γραµµικό καρδιακό σωλήνα, 
υοδηλώνοντας µε αυτόν τον τρόπο ότι και σε αυτό τον οργανισµό το X-Hey1 µπορεί να φέρνει 
εις πέρας το σήµα Notch είτε για την καταστολή της διαφοροποίησης του αγωγού είτε για τον 
καθορισµό προτύπου της καρδιάς (Rones et al 2002). 

 Υπάρχουν ωστόσο και µελέτες που οδηγούν σε (µερικώς) αντιτιθέµενα συµπεράσµατα 
για το ρόλο των γονιδίων Hey ως στόχων και διακπεραιωτών του µονοπατιού Notch. Στο 
zebrafish το Notch σηµατοδοτικό µονοπάτι εµπλέκεται (µεταξύ άλλων και) στην αγγειογένεση, 
παρεµποδίζοντας την υιοθέτηση της «φλεβικής» αναπτυξιακής τύχης έναντι της «αρτηριακής», 
χωρίς όµως να προάγει την τελευταία (Lawson et al 2001). Iσχύει ότι ένεση NICD σε έµβρυα 
zebrafish ενεργοποιεί την έκφραση του ενδογενούς Hey2 (gridlock) επεκτείνοντας το πρότυπο 
έκφρασής του στο προσωµιτικό µεσόδερµα (Zhong et al 2001), όπως άλλωστε και σε άλλους 
ιστούς (π.χ. στον πρόσθιο εγκέφαλο) σε µεταγενέστερα αναπτυξιακά στάδια (Lawson et al 
2001). Η επαγωγή της έκφρασης πραγµατοποιείται κατά τρόπο εξαρτώµενο από Su(H) (RBPJk), 
καθώς ένεση της υπερέχουσας αρνητικής µορφής του µορίου Su(H) µειώνει τα επίπεδα 
έκφρασης του Hey2  στο πλευρικό µεσόδερµα (Zhong et al 2001). Επίσης, µετά από µελέτες 
βασισµένες στην υπερέκφραση του γονιδίου ή αντικωδικού mRNA και την επακόλουθη εξέταση 
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κατάλληλων γονιδίων δεικτών φλεβών και αρτηριών  διατυπώθηκε το συµπέρασµα ότι το 
gridlock είναι στόχος και διακπεραιωτής του µονοπατιού στην παρέµποδιση ανάπτυξης των 
φλεβών. Ωστόσο, τελικά αποδείχτηκε ότ ειδικά στη ραχιαία αορτή, το πρότυπο έκφρασης του 
γονιδίου παραµένει αναλλοίωτο όταν αδρανοποιείται η σηµατοδότηση Notch, αν και 
συνεπάγεται τους αναµενόµενους φαινότυπους του καµπυλωµένου κορµού, της 
διαστρεβλωµένης νωτοχορδής και του µη κανονικού προτύπου του αγγειακού συστήµατος, 
καθώς και τη µη κανονική, επεκτεταµένη στη ραχιαία αορτή έκφραση των flt4 και rtk5 γονιδίων, 
δεικτών για φλέβες, και την αντίστοιχη µείωση της έκφρασης του ephrinB2 γονιδίου, δείκτη 
αρτηριών (Lawson et al 2001). Oι διαφορές των παραπάνω ερευνητικών οµάδων  θα 
µπορούσαν να έγκεινται στο ότι οι µεν εξέτασαν το πρότυπο έκφρασης του Hey2 σε διαφορετικό 
ιστό και σε διαφορετικό αναπτυξιακό στάδιο απ' ό,τι οι δε (προσωµιτικό µεσόδερµα, αρχικά 
αναπτυξιακά στάδια, Zhong et al 2001 - ραχιαία αορτή, µεταγενέστερα αναπτυξιακά στάδια 
ενεµένων εµβρύων, Lawson et al 2001).  H συνέκφραση του Hey2 µε τον φλεβικό δείκτη flt4 σε 
πρώιµα στάδια της αγγειογένεσης (Zhong et al 2001, Lawson et al 2002), η προαναφερθείσα 
αναλλοίωτη έκφρασή του σε γενετικό υπόστρωµα έλλειψης λειτουργίας του Notch µονοπατιού, 
όπως επίσης και το γεγονός ότι η έκφραση των γονιδίων efnB2 (δείκτης για αρτηρίες) και flt4 
(δείκτης για φλέβες) παραµένει ανεπηρέαστη στο µεταλλαγµένο για το γονίδιο gridlock στέλεχος 
(από Lawson et al 2001, 2002), είναι ισχυρές ενδείξεις για τη µη συµµετοχή του στο µονοπάτι 
του Notch στην παρεµπόδιση της ανάπτυξης των φλεβών αλλά στη συµµετοχή του στο 
σχηµατισµό της ραχιαίας αορτής.  

 Στα έµβρυα Xenopus ενέσεις µε NICD ή ενεργό Su(H) αυξάνει την έκφραση του 
ενδογενούς Hey1 στο κεφάλι και στους σωµίτες, αλλά ποτέ δεν παρατηρείται εκτοπική έκφραση. 
Aντιστρόφως, ενέσεις υπερέχουσας αρνητικής µεταλλαγής του Su(H) γονιδίου καταστέλλουν την 
έκφρασή του (Rones et al 2002). Παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι στο Xenopus η 
απόκριση του γονιδίου στη σηµατοδότηση µέσω Notch διαφέρει σε σχέση µε τις παραπάνω 
παρατηρήσεις, όταν ο εξεταζόµενος ιστός είναι το αναπτυσσόµενο νεφρό. Στη συγκεκριµένη 
περίπτωση το γονίδιο ενεργοποιείται µετά από ενέσεις µε NICD ή ενεργό Su(H) µόνο κατά τα 
µεταγενέστερα αναπτυξιακά στάδια, ενώ καταστέλλεται όταν η σηµατοδότηση µέσω του 
µονοπατιού πραγµατοποιηθεί σε πιο πρώιµα στάδια, πιθανότατα λόγω της συνεπαγόµενης 
γενικότερης παρεµπόδισης της διαφοροποίησης (Rones et al 2002).  
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2.6 Πρότυπο έκφρασης των πρωτεϊνών Hey και ο αναπτυξιακός τους 
ρόλος.  

 Αν και έχει ταυτοποιηθεί ηλεκτρονικά η ύπαρξη ορθόλογου γονιδίου Hey στη Drosophila, 
οι µελέτες έχουν περιοριστεί µόνο σε σπονδυλωτά, από τις οποίες προκύπτει ότι το πρότυπο 
έκφρασης των διάφορων Hey αποδεικνύεται ως αρκετά δυναµικό κατά την ανάπτυξη του 
οργανισµού και ιδιαίτερα εκτεταµένο σε διάφορους ιστούς. Άλλωστε, όπως προαναφέρθηκε, 
τείνει να αλληλοεπικαλύπτεται µε το πρότυπο έκφρασης διαφόρων συστατικών του Notch 
µονοπατιού, αποκαλύπτοντας έτσι πιθανές νέες λειτουργίες του, όπως για παράδειγµα στην 
ανάπτυξη του αγγειακού συστήµατος. Aκολουθεί πιο αναλυτική περιγραφή του προτύπου 
έκφρασης των γονιδίων σε ποντίκια και ο πιθανός ρόλος τους σε συκεκριµένες αναπτυξιακές 
διαδικασίες. 

 Σε ιστούς ενήλικων ποντικών τα γονίδια Hey1-3 εκφράζονται ευρέως σύµφωνα µε 
ανάλυση κατά Northern. Mετάγραφα του Hey1 ανιχνεύθηκαν στην καρδιά, τον εγκέφαλο και τους 
πνεύµονες. Tο γονίδιο Hey2 εκφράζεται έντονα στην καρδιά, αλλά ανιχνεύθηκε και στον 
εγκέφαλο, στους πνεύµονες και στα νεφρά. Tο Hey3 εκφράζεται έντονα στην καρδιά και 
λιγότερο στα νεφρά και στους πνεύµονες (Nakagawa et al 1999, Steidl et al 2000).  

 Tο πρότυπο έκφρασης των Hey γονιδίων κατά τη εµβρυική ανάπτυξη του ποντικού 
αποδεικνύεται όχι µόνο πολύπλοκο και δυναµικό αλλά παρουσιάζει σε ορισµένες περιπτώσεις 
ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό, το οποίο είναι η συµπληρωµατική έκφραση των µελών της 
οικογένειας. Γενικότερα, στην E9.5 µέρα της ανάπτυξης τα κυρίαρχα σηµεία έκφρασης των 
γονιδίων είναι σε πρόδροµες δοµές του καρδιαγγειακού συστήµατος, των σωµιτών, και των 
φαρυγγικών τόξων, ενώ αργότερα κατά την οργανογένεση εκφράζονται στο µεσέγχυµα του άπω 
άκρου στις πρόδροµες δοµές των µελών, στο νευρικό σύστηµα, στους οστεοβλάστες, στο θύµο 
αδένα και στο νεφρό (Kokubo et al 1999, Nakagawa et al 1999).  

2.6.1 Πρωτεΐνες Hey και σωµιτογένεση. 

 Oι σωµίτες εµφανίζονται ως επιθηλιακά τµήµατα σφαιρικού σχήµατος, διάταξης ευθείας 
επανάληψης (σειράς) και µε περιοδικό τρόπο από ένα µεσεχγυµατικό, µη µεταµερισµένο ιστό, 
επονοµαζόµενο προσωµιτικό µεσόδερµα. Aπό τους σωµίτες δηµιουργούνται οι σκελετικοί µύες, 
ο αξονικός σκελετός και η δερµίδα της ράχης.  

 Πιο αναλυτικά, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα πειραµάτων in situ υβριδισµού σε έµβρυα 
ποντικού, η έκφραση του γονιδίου Hey1 ανιχνεύεται για πρώτη φορά στην E8.5 µέρα της 
εµβρυογένεσης στο προσωµιτικό µεσόδερµα. Στην E9.5 µέρα της εµβρυογένεσης, τα επίπεδα 
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έκφρασης του γονιδίου αυξάνονται στο προσωµιτικό µεσόδερµα και επιπλέον, ανιχνεύεται 
έκφρασή του στο οπίσθιο µέρος των νεοσχηµατιζόµενων σωµιτών. Tα µετάγραφα του Hey1 
παραµένουν υψηλά και µε το ίδιο πρότυπο µέχρι και 10.5 µέρες µετά την έναρξη της 
εµβρυογένεσης. Mε την ωρίµανση των σωµιτών µειώνεται και η έκφραση του Hey1. Tα 
υπόλοιπα µέλη της οικογένειας, Hey2 και Hey3, επίσης εκφράζονται στο προσωµιτικό 
µεσόδερµα και στους σωµίτες. H έκφραση τού Hey2 είναι πάντως πιο αδύνατη, αν και φαίνεται 
να είναι πιο εκτεταµένη προς το οπίσθιο µέρος του προσωµιτικού µεσοδέρµατος, συγκριτικά µε 
την έκφραση του Hey1, που περιορίζεται προς το εµπρόσθιο τµήµα (Kokubo et al 1999, 
Nakagawa et al 1999, Leimeister et al 1999, Leimeister 2000α, Leimeister 2000β, Dunwoodie et 
al 2002).  

2.6.2  Πρωτεΐνες Hey και νευρογένεση. 

 Tο γονίδιο Hey1 εκφράζεται στο κοιλιακό επίπεδο του νευρικού σωλήνα και στα 
τελεγκεφαλικά κυστίδια (Leimeister et al 1999, Kokubo et al 1999, Nakagawa et al 1999). H 
έκφρασή του περιορίζεται κατά την πρόοδο της ανάπτυξης στη κοιλιακή στοιβάδα του 
τελεγκεφάλου και στα τελεγκεφαλικά κυστίδια (Leimeister et al 1999, Kokubo et al 1999). 
Aνιχνεύεται επίσης στην κοιλιακή περιοχή του µεσεγκεφάλου και στον οπισθεγκέφαλο (Kokubo 
et al 1999). Aργότερα κατά την ανάπτυξη εκφράζεται στην εξώτερη στοιβάδα της 
παρεγκεφαλίδας, απ'όπου θα προκύψουν νεύρα και γλοία (Leimeister et al 1999, Kokubo et al 
1999). Aντίθετα, τα γονίδια Hey2 και Hey3 εκφράζονται στο µεσέγχυµα που περιβάλλει το 
νευρικό σωλήνα στην E10.5 µέρα της εµβρυικής ανάπτυξης (Nakagawa et al 1999). Tο γονίδο 
Hey2 επίσης ανιχνεύεται στα χορδικά νεύρα, κρανιακά γάγγλια, στον τελεγκέφαλο και στο όριο 
µεταξύ του µεσεγκέφαλου και οπισθεγκέφαλου (Leimeister et al 1999). Aργότερα, το Hey2 
εκφράζεται εντόνως στην εξώτερη στοιβάδα του εγκεφαλικού φλοιού (Leimeister et al 1999).  

 Σηµαντική διαφορά στο πρότυπο έκφρασης των Hey1 και Hey2 υπαρχει στο οσφρητικό 
επιθήλιο. H έκφραση του Hey1 παρατηρείται από πολύ νωρίς στα εγκολπούµενα οσφρητικά 
πλακώδια και παραµένει έντονη σε µετέπειτα στάδια της ανάπτυξης στο οσφρητικό επιθήλιο και 
σε µικρότερο βαθµό στο περιβάλλον µεσέγχυµα (Kokubo et al 1999, Lemeister 1999). Aντίθετα, 
το Hey2 εκφράζεται µόνο σε όψιµα αναπτυξιακά στάδια στο διαφοροποιηµένο αισθητικό 
επιθήλιο. Πιο λεπτοµερώς, το Hey2 εκφράζεται στιν ενδιάµεσο πληθυσµό µετα-µιτωτικών 
οσφρητικών νευρώνων, σε αντίθεση µε το Hey1 που εντοπίζεται στη κορυφαία κυτταρική 
στοιβάδα µη νευρικών επικουρικών κυττάρων.  
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2.6.3  Πρωτεΐνες Hey και γλοιογένεση.  

 Πειράµατα in situ υβριδισµού έδειξαν ότι όλα τα Hey γονίδια εκφράζονται στον 
αµφιβληστροειδή χιτώνα του ποντικού, ένα εξαιρετικό µοντέλο για την ανάλυση παραγόντων 
που ρυθµίζουν τη νευρογένεση (Leimeister et al 1999, Satow et al 2001). Όλα τα Hey γονίδια 
εκφράζονται στη ζώνη που περιέχονται τα από κοινού πρόδροµα για νευρώνες και γλοία 
κύτταρα. Tα γονίδια Hey1 και Hey3 εκφράζονται στη γαγγλιακή κυτταρική στοιβάδα. Tο γονίδιο 
Hey1 εκφράζεται αργότερα κατά την ανάπτυξη στην εξωτερική και εσωτερική περιοχή της 
εσώτερης πυρηνικής στοιβάδας, ενώ το γονίδιο Hey2 εκφράζεται στη µέση περιοχή της 
εσώτερης πυρηνικής στοιβάδας του αµφιβληστροειδούς, η οποία εν γένει συµπεριλαµβάνει τρεις 
διαφορετικούς τύπους νευρώνων και ένα τύπο κυττάρων γλοίας (Müller γλοία). Tο πρότυπο 
έκφρασης της Hey2 είναι εξαρτώµενο από τη δράση των γονιδίων Mash1 και Math3, γνωστών 
γονιδίων νευρικού καθορισµού, αφού ταυτόχρονες µεταλλαγές έλλειψης λειτουργίας 
συνεπάγονται αύξηση των επιπέδων έκφρασης της Hey2 και αύξηση του  αριθµού των κυττάρων 
γλοίας στο συγκεκριµένο ιστό. Aναλόγως, ρετροιική έκφραση της Hey2, αλλά όχι της Hey1 ή της 
Hey3, στο συγκεκριµένο ιστό προάγει τη γλοιογένεση και αναστέλλει τη  νευρογένεση, σε 
αντίθεση µάλιστα µε τα αποτελέσµατα που επιφέρει η ρετροιική έκφραση της Hey3, η οποία 
προάγει τη διαφοροποίηση περισσότερων ραβδίων-φωτουποδοχέων (Satow et al 2001). 

2.6.4  Πρωτεΐνες Hey και ανάπτυξη του καρδιαγγειακού συστήµατος. 

 Σε πολύ πρώιµο στάδιο της ανάπτυξης του ποντικού, προκαρδιακά µεσοδερµικής 
προέλευσης κύτταρα προορίζονται για το σχηµατισµό είτε κολπικών είτε κοιλιακών κυττάρων, µε 
τα τελευταία τοποθετηµένα προσθίως των πρώτων. O πρώιµος αναπτυξιακά καρδιακός 
σωλήνας διατηρεί το µεταµερισµένο αυτό πρότυπο (κοιλιακά πρόδροµα κύτταρα προσθίως-
κολπικά πρόδροµα κύτταρα οπισθίως). Tα Hey1 και Hey2 γονίδια εκφράζονται αντιστοίχως στα 
κολπικά και στα κοιλιακά πρόδροµα κύτταρα καθ'όλη τη διάρκεια της ανάπτυξης της καρδιάς, η 
δε αµοιβαία αποκλειστική έκφρασή τους διατηρείται στις αντίστοιχες δοµές, κόλπους και κοιλίες, 
και αργότερα κατά την ανάπτυξη (Kokubo et al 1999, Nakagawa et al 1999). Tο Hey3 γονίδιο, αν 
και εκφράζεται στην καρδιά του ενήλικου ατόµου, δεν εκφράζεται κατά την ανάπτυξη (Nakagawa 
et al 1999).  

 Σε υψηλά επίπεδα έχουν ανιχνευθεί τα mRNA τόσο του Hey1 όσο και του Hey2 γονιδίου 
στη ραχιαία αορτή (Nakagawa et al 1999, Chin et al 2000, Iso et al µη δηµοσιευµένες 
παρατηρήσεις), στο αορτικό τόξο και στον αορτικό σάκκο (Kokubo et al 1999, Nakagawa et al 
1999). Tο γονίδιο Hey3 εκφράζεται µόνο στην ραχιαία αορτή, όπου εντείνεται η έκφρασή του 
κατά την πρόοδο της ανάπτυξη, και στην πνευµονική αρτηρία σε µετέπειτα στάδια (Nakagawa et 
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al 1999). Tέλος, η Hey2 πρωτεΐνη επάγεται σε ενδοθηλιακά κύτταρα κατά τη διαδικασία 
σχηµατισµού σωλήνων ενδοθηλιακών κυττάρων, µία καλά χαρακτηρισµένη διαδικασία 
αγγειογένεσης. Πειράµατα κέρδους και έλλειψης λειτουργίας έδειξαν ότι η Hey2 εµπλέκεται στο 
σχηµατισµό δικτύου από τα ενδοθηλιακά κύτταρα (Henderson et al 2001).  

 Ο κυρίαρχος ρόλος των Hey γονιδίων στην ανάπτυξη του καρδιαγγειακού συστήµατος 
επιβεβαιώθηκε πρόσφατα από τις µελέτες τριών ανεξάρτητων ερευνητικών οµάδων σε ποντίκια 
µε µεταλλαγές πληρους έλλειψης λειτουργίας για το γονίδιο Hey2 (Donovan et al 2002, Gessler 
et al 2002, Sakata et al 2002). Aν και οι φαινότυποι που παρατηρήθηκαν διέφεραν ελαφρώς 
µεταξύ τους, ίσως λόγω των διαφορετικών γενετικών υποστρωµάτων των µεταλλαγµένων 
στελεχών, το κύριο συµπέρασµα είναι ότι η µετάλλαξη του γονιδίου συνεπάγεται 
καρδιοµυοπάθεια και κρίσιµες διαταραχές, µε πλειοτροπικά µάλιστα αποτελέσµατα, στην 
ανάπτυξη της καρδιάς. H προκαλούµενη καρδιοµυοπάθεια επιφέρει το θάνατο σε ένα µεγάλο 
ποσοστό των όµόζυγων για τη µετάλλαξη ατόµων κατά τη διάρκεια των πρώτων δέκα ηµερών 
µετά τη γέννησή τους. H µη απόλυτη διεισδυτικότητα του φαινοτύπου οφείλεται πιθανότατα στο 
γενετικό υπόστρωµα των ES κυττάρων που χρησιµοποιήθηκαν για τη δηµιουργία των 
µεταλλαγµένων στελεχών. Aξιοσηµείωτη είναι η διαφορά µεταξύ των φαινοτύπων έλλειψης 
λειτουργίας του Hey2 γονιδίου στο zebrafish και στον ποντικό. Yπενθυµίζοντας ότι η έλλειψη 
λειτουργίας του Hey2 στο zebrafish προκαλεί την παύση της κυκλοφορίας στο οπίσθιο τµήµα 
της ραχιαίας αορτής λόγω δοµικής παραµόρφωσής της, πρέπει να αναφερθεί ότι η αντίστοιχη 
µετάλλαξη στον ποντικό δεν επηρεάζει καθόλου αυτή την πλευρά του καρδιαγγειακού 
συστήµατος. H διαφορά αυτή µπορεί να οφείλεται στην πιθανώς διαφορετική λειτουργία του 
γονιδίου µεταξύ των δύο ειδών (Donovan et al 2002, Gessler et al 2002). Eξίσου πιθανό είναι 
πάντως και η διαφορά να οφείλεται στο ότι η αποµονωµένη µεταλλαγή στο zebrafish έχει 
χαρακτηριστεί υποµορφική, ενώ στα ποντίκια είναι µάλλον αµορφική (Donovan et al 2002). 
Πρέπει επίσης να δοθεί έµφαση στο γεγονός ότι οι παραπάνω µεταλλαγές δεν είχαν κανένα 
αποτέλεσµα στη σωµιτογένεση ή την ανάπτυξη του αµφιβληστροειδούς, γεγονός που 
υπογραµµίζει την ύπαρξη των άλλων δύο µελών της γονιδιακής αυτής οικογένειας και τη πιθανή 
εξισωτική-πλεονάζουσα δράση τους.  

 Συλλογικά, τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι οι Hey πρωτεΐνες κατέχουν 
πολλαπλό ρόλο κατά τη διάρκεια της αγγειογένεσης, συµπεριλαµβανοµένου της 
διαφοροποίησης λείων µυικών κυττάρων, αγγειογενετικών διαδικασιών, καθορισµού της 
κυτταρικής µοίρας µεταξύ φλεβών και αρτηριών και αγγειακής µορφογένεσης. Eίναι 
αξιοσηµείωτο ότι υπάρχουν όλο και αυξανόµενες αποδείξεις για τη σηµασία του Notch 
µονοπατιού στην ανάπτυξη του αγγειακού συστήµατος (από Iso et al 2003). Eίναι για 
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παράδειγµα πολύ ενδιαφέρον το γεγονός ότι knock out του Notch1 στα ποντίκια έχει ως 
αποτέλεσµα διαταραχές στην ανάπτυξη του εµβρυικού αγγειακού συστήµατος (Krebs et al 
2000). ∆εδοµένου ότι δεν παρατηρείται έκφραση των Hes γονιδίων στο αγγειακό σύστηµα, οι 
Hey πρωτεΐνες ίσως αποτελούν τους πιο πιθανούς διεκπεραιωτές του Notch µονοπατιού στο 
συγκεκριµένο σύστηµα (Iso et al 2003). 

2.6.5  Πρωτεΐνες Hey και µυογένεση. 

 Oι Nakagawa et al (1999) ανίχνευσαν mRNA του Hey2 γονιδίου στο δερµοµυοτόµο του 
σωµίτη 10.5 µέρες µετά την έναρξη της εµβρυογένεσης. Aντίθετα, το γονίδια Hey2 και Hey3 
εκφράζονται σε διακριτά σηµεία στους σωµίτες την ίδια χρονική στιγµή. Tο γονίδιο Hey2 
εκφράζεται µόνο στο παραξονικό µεσόδερµα, αλλά ποτέ στο δερµοµυοτόµο ή το σκληροτόµο, 
ενώ το γονίδιο Hey3 εκφράζεται στο παραξονικό µεσόδερµα και το σκληροτόµο.  

 Eπίσης, έχει ανιχνευθεί το mRNA του Hey3 γονιδίου στη στοιβάδα των λείων µυών της 
αορτής στο έµβρυο του ποντικού (Leimeister et al. 2000α). Έκφραση του ποντικίσιου Hey2 
παρατηρείται κατά τη διαφοροποίηση των προερχόµενων από τη νευρική ακρολοφία Monc1 
κυττάρων σε αγγειακά λεία µυικά κύτταρα (Chin et al 2000).  

 Έχει ήδη αναφερθεί ότι τα γονίδια Hey1 και Hey2 επάγονται µετά από σηµατοδότηση 
Notch σε αορτικά λεία µυικά κύτταρα A10, στα οποία όµως εκφράζονται και ενδογενώς (Iso et al 
2002). Eπιπλέον ενδείξεις σχετικά µε το ότι οι Hey πρωτεΐνες µπορεί να εµπλέκονται στη 
µυογένεση προκύπτουν από πειράµατα σε C2C12  µυοβλάστες. Oι Iso et al (2001α) έδειξαν ότι 
σηµατοδότηση Notch αυξάνει τα ενδογενή επίπεδα του Hey1 mRNA δραµατικά. Aκόµα πιο 
σηµαντικά φαίνονται τα αποτελέσµατα των Sun et al (2001), σύµφωνα µε τα οποία τα (ήδη 
υψηλά) ενδογενή επίπεδα του Hey1 mRNA σε αδιαφοροποίητα µυοβλασικά κύτταρα C2C12 
µειώνονται καθώς εξελίσσεται η διαφοροποίησή τους. Oι συγγραφείς υποθέτουν ότι το Hey1 
γονίδιο έχει ρόλο αρνητικού ρυθµιστή της µυικής διαφοροποίησης. 

2.6.6  Πρότυπο έκφρασης σε άλλα σπονδυλωτά. 

 Στα άλλα σπονδυλωτά όπου έχει µελετηθεί το πρότυπο έκφρασης και ο ρόλος Hey 
πρωτεϊνών, φαίνεται να υπάρχουν αρκετές οµοιότητες µε ότι έχει γίνει γνωστό από τα ποντίκια. 
Oι Zhong et al (2000) αναφέρουν ότι το γονίδιο Hey2 αρχίζει να εκφράζεται σε ζώνες του 
µεσοδέρµατος σε πολύ πρώιµο αναπτυξιακό στάδιο, ενώ αργότερα εκφράζεται στη ραχιαία 
αορτή. Eπιπρόσθετα, εκφράζεται στη καρδιά, αορτικά τόξα και στους πλευρικούς σωµίτες 
(Zhong et al 2000).  
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 Όσον αφορά το πρότυπο έκφρασης στο Xenopus, αυτό ανιχνεύεται στον εγκέφαλο, 
στους οφθαλµούς, στους σωµίτες και στα βραγχιακά τόξα.  Έχει ήδη αναφερθεί, ότι 
συνεκφράζεται µε τον υποδοχέα Notch και το δεσµευτές Delta και Serrate στον πρόνεφρο και 
στον καρδιακό σωλήνα (Rones et al 2002).  

 Στο κοτόπουλο, τα γονίδια c-Hey1 και c-Hey2 εκφράζονται στο οπίσθιο τµήµα των 
σωµιτών και το προσωµιτικό µεσόδερµα. Το c-Hey1 εκφράζεται µόνο στο πρόσθιο τµήµα του 
προσωµιτικού µεσοδέρµατος, ενώ το c-Hey2 εκφράζεται σε όλη την έκτασή του. Eίναι 
ενδιαφέρον το γεγονός ότι το c-Hey2 συνεκφράζεται µαζί µε το c-hairy1, όχι µόνο τοπικά αλλά 
και περιοδικά κια ανεξάρτητα πρωτεϊνοσύνθεσης, υποδεικνύοντας έτσι παρόµοιο τρόπο 
ρύθµισης και αναπτυξιακό ρόλο στον καθοριµό των σωµιτών. Kαι τα δύο Hey γονίδια 
εκφράζονται µε το c-hairy1 στο οπίσθιο τµήµα των σωµιτών.  

2.7 Λειτουργική σχέση των πρωτεϊνών Hey και Hes. 

 H συνέκφραση των Hey και Hairy/Hes γονιδίων στο προσωµιτικό µεσόδερµα και στους 
σωµίτες στο κοτόπουλο και στα θηλαστικά, αλλά και σε άλλους ιστούς βάσει βιβλιογραφικών 
δεδοµένων (αν και δεν είναι γνωστό κατά πόσο συνεκφράζονται και στούς ίδιους κυτταρικούς 
τύπους τού ίδιου ιστού) (Iso et al 2003) και εφόσον τα µέλη και των δύο πρωτεϊνικών 
οικογενειών είναι ως επί το πλείστον στόχοι του ίδιου µονοπατιού, του Notch µονοπατιού, 
γεννάται το ερώτηµα εάν η συνέκφρασή τους κρύβει κάποια ιδιαίτερη σηµασία.  

 Mία πιθανότητα είναι ότι τα ενδογενή επίπεδα της κάθε µιας πρωτεΐνης κρίνει ποια θα 
διεκπεραιώσει τη σηµατοδότηση Notch. Eπίσης, µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, καθώς και 
διαπρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις µπορούν να ρυθµίσουν τη συγγένεια πρόσδεσης είτε των Hes 
είτε των Hey οµοδιµερών και κατ' επέκταση να καθορίσούν την έκβαση του µονοπατιού. Για 
παράδειγµα, φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Hes1 σε συγκεκριµένα αµινοξέα της έχει ως 
αποτέλεσµα την απώλεια ικανότητας πρόσδεσης στο DNA. Aφού αυτά τα αµινοξέα δεν είναι 
παρόντα στις πρωτεΐνες Hey, µία πιθανή φωσφορυλίωση της Hes1 θα µπορούσε να ευνοήσει 
την πρόσδεση οµοδιµερών Hey πρωτεϊνών και άρα την διαφορική έκβαση του µονοπατιού. 
Eναλλακτικά, µία τρίτη πιθανότητα είναι να αλληλεπιδρούν Hey και Hes πρωτεΐνεςπρος 
σχηµατισµό ετεροδιµερών, επιτυγχάνοντας ίσως συνεργατική πρόσδεση στο DNA.  

 H τελευταία υπόθεση υποστηρίζεται από πειραµατικά δεδοµένα που αποδεικνύουν ότι 
οι πρωτεΐνες Hes και Hey αλληλεπιδρούν in vitro αλλά και in vivo είτε µε τη µέθοδο των δύο 
υβριδίων είτε σε εκχυλίσµατα κυττάρων, παροδικά διαµολυσµένων µε πλασµίδια έκφρασης για 
τις εν λόγω πρωτεΐνες (Leimeister et al 2000, Iso et al 2001β). Eπιπλέον, ετεροδιµερή Herp-Hes 
πρωτεΐνών προσδένονται αποτελεσµατικότερα σε αλληλουχίες τάξης C συγκριτικά µε τα 
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αντίστοιχα οµοδιµερή (Iso et al 2001β). Tαυτόχρονα, φαίνεται ότι ο σχηµατισµός ετεροδιµερών 
οδηγεί σε ενισχυµένη καταστολή γονιδίων αναφοράς, των  οποίων η έκφραση ρυθµίζεται µεταξύ 
άλλων και από συνθετικούς ενισχυτές-πολυµερή αλληλουχιών τάξης C, σε συγκριση µε την 
καταστολή που επιτυγχάνεται από αντίστοιχα οµοδιµερή (Iso et al 2001β). Eίναι πιθανό η 
συνεργατική κατασταλτική δραστικότητα των ετεροδιµερών να προκαλείται τόσο από την 
συνεργατική πρόσδεση των ετεροδιµερών στο DNA όσο και από τους διαφορετικούς 
µηχανισµούς καταστολής που επιστρατεύει η κάθε µία πρωτεΐνη του ετεροδιµερούς.  

 Πάντως, εάν ο σχηµατισµός ετεροδιµερών συµβαίνει φυσιολογικά σε κύτταρα, όπου 
συνεκφράζονται µέλη των δύο αυτών πρωτεϊνικών οικογενειών, θα µπορούσε να υποτεθεί ότι 
εξυπηρετεί την ενίσχυση του σήµατος Notch µέσω αποτελεσµατικότερης ρύθµισης γονιδίων 
στόχων. 

2.8 Γονίδια στόχοι των Hey πρωτεϊνών. 

 Ένας µεταγραφικός στόχος των πρωτεϊνών Hey που έχει ταυτοποιηθεί µεχρι στιγµής 
ειναι το εαυτό γονίδιο Hey2, εµπλεκόµενο µε αυτόν τον τρόπο σε ένα µηχανισµό αρνητικής 
αυτοτροφοδότησης (Nakagawa et al 2000). Αξιοσηµείωτο είναι ότι στα πειράµατα που 
πραγµατοποιήθηκαν, το µικρότερο τµήµα του υποκινητή του Hey2 γονιδίου που ανταποκρίνεται 
στην αρνητική ρύθµιση από τη πρωτεΐνη Hey2 δεν περιέχει προφανείς θέσεις πρόσδεσής της 
οποιουδήποτε τύπου (Nakagawa et al 2000). Επιπρόσθετα, τα αµοιβαία αποκλειόµενα πρότυπα 
έκφρασης των Hey1 και Hey2 ενισχύουν την υπόθεση ότι επιπλέον, υπάρχει ένας µηχανισµός 
αρνητικής αλληλορύθµισης. 

 Η ταυτοποίηση γονιδίων στόχων των πρωτεϊνών Hey και ιδιαίτερα των Hey/Hes 
ετεροδιµερών αναµένεται να αποκαλύψει σηµατνικές πλευρές που αφορούν τόσο στην 
ειδικότητα της µεταγραφικής ρύθµισης αλλά και στη διαδικασία της ανάπτυξης και σχηµατισµού 
πολύπλοκων δοµών.  
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3 Στόχοι της εργασίας. 

 Η λειτουργική αλληλεπίδραση µεταξύ Ε(spl) και προνευρικών πρωτεϊνών φαίνεται να 
παίζει πρωταγωνιστικό ρόλο στη ρύθµιση της υιοθέτησης της νευρικής αναπτυξιακής τύχης. Αν 
και η µεταξύ τους σχέση είναι αντικείµενο µελέτης εδώ και πολλά χρόνια, υπάρχουν ακόµα 
αναπάντητα ερωτήµατα τα οποία παρεµποδίζουν την απόκτηση πλήρους εικόνας σχετικά µε τον 
ακριβή µηχανισµό της πλευρικής αναστολής. 

 Στα πλαίσια αυτής της εργασίας έγινε προσπάθεια να διαλευκανθεί ο τρόπος δράσης 
των Ε(spl) πρωτεϊνών κατά την πλευρική αναστολή, ιδιαίτερα in vivo. Πιο συγκεκριµένα, 
εξετάστηκε η συνεισφορά στη λειτουργία τους της ικανότητας πρόσδεσής τους στο DNA σε 
αντιπαράθεση µε την πρόσδεσή τους σε προνευρικές  πρωτεΐνες. Περαιτέρω αναλύθηκε η 
µοριακή βάση της λειτουργικής αλληλεπίδρασής τους µε τα προιόντα των προνευρικών 
γονιδίων.  

 Από την άλλη το γονίδιο Hey επιλέχθηκε ως ένα από συντηρηµένο µέλος της οικογένειας 
των bHLH-Orange πρωτεϊνών, για το οποίο οι γνώσεις µας περιορίζονται σε µελέτες των 
οµολόγων του στα σπονδυλωτά. Ιδιαίτερη εντύπωση προκαλούν η εκτεταµένη σηµασία των Hey 
γονιδίων σε µια πλειάδα αναπτυξιακών διαδικασιών, το ότι οι Hey πρωτεΐνες φαίνεται να είναι 
νέοι φυσιολογικοί στόχοι αλλά και διεκπεραιωτές του Notch µονοπατιού, αν και σε ορισµένες 
περιπτώσεις αυτό αµφισβητείται έντονα και ταυτόχρονα, η ικανότητα να ετεροδιµερίζονται µε τις 
Hes πρωτεΐνες in vivo, µε συνέπεια τη συνεργατική πρόσδεση των ετεροδιµερών σε αντίστοιχες 
αλληλουχίες DNA, η οποία µπορεί να συνεπάγεται την αποτελεσµατικότερη καταστολή κοινών 
γονίδιων στόχων. 

 Για τoν αρχικό χαρακτηρισµό του γονιδίου Hey στη Drosophila, αρχικά εξετάστηκε το 
αναπτυξιακό πρότυπο έκφρασης του γονιδίου και έγιναν προκαταρκτικά πειράµατα για το αν 
αποτελεί στόχο του µονπατιού Notch. 
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4 Υλικά και Μέθοδοι: 

4.1 Πλασµιδιακές κατασκευές, τεχνικές κλωνοποίησης και µέθοδοι 
χειρισµού DNA. 

 Όλες οι απαραίτητες ενζυµικές αντιδράσεις (PCR, κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης, 
πέψεων µε ενδονουκλεάση, τροποποίησης άκρων και σύνδεσης), οι πειραµατικές διαδικασίες 
χειρισµού (µετασχηµατισµού και καλλιέργειας) βακτηρίων (E.coli DH5α) και ανάκτησης σε µικρή 
ή µεσαία κλίµακα πλασµιδιακού DNA πραγµατοποιήθηκαν βάσει γνωστών πρωτοκόλλων, 
προερχοµένων είτε από Sambrook et al (1989) είτε από οδηγίες της εκάστοτε εταιρίας, 
(Nucleobond, NEB, Minotech Promega, Qiagen, Roche) σε περίπτωση χρήσης εµπορικού kit 
αντιδραστηρίων. Όλα τα πλασµίδια που φέραν ως ενθέµατα προϊόντα PCR αντιδράσεων ή 
κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης υποβλήθησαν σε διαδικασία εύρεσης νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας (sequencing) για την επιβεβαίωση της ακεραιότητας της αλληλουχίας των 
ενθεµάτων ή της επίτευξης της επιθυµητής σηµειακής µετάλλαξης.  

4.2 ∆ηµιουργία διαγενετικών στελεχών Drosophila. 

 Τα γονίδια που χρησιµοποιήθηκαν για την υπερέκφραση πρωτεϊνών in vivo 
κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pUAST (Brand and Perrimon 1993). Τα πλασµίδια 
pUAST-E(spl)m7, pUAST-E(spl)mγ και pUAST-mδ περιγράφονται στους Ligoxygakis et al. 
(1999). Τα pUAST-E(spl)m7VP16 and pUAST-E(spl)m7KNEQVP16 έχουν περιγραφεί στην 
εργασία των Jiménez and Ish-Horowicz (1997). Το PUAST m7KNEQ προήλθε από την 
υποκλωνοποίηση του E(spl)m7KNEQ από το pUC - E(spl)m7KNEQ ως EcoRI/SalI σε EcoRI/Xho 
θέσεις. Το pUC - E(spl)m7KNEQ προέκυψε ταυτόχρονη κατευθυνόµενη σύνδεση του 
EcoRI/BamHI τµήµατος E(spl)m7KNEQVP16 και του ΒamHI/SalI τµήµατος του E(spl)m7 (το 
τελευταίο προερχόµενο από pBKSII E(spl)m7, όπου το cDNA του γονιδίου έχει κλωνοποιηθεί ως 
EcoRI/XhoI τµήµα) σε άκρα EcoRI/SalI του pUC. Το γονίδιο E(spl)mδVP16 απελευθερώθηκε 
από το πλασµίδιο pHK3N-E(spl)mδVP16 (προερχόµενο από S. Bray) ως BamHI-BglII τµήµα και 
κλωνοποιήθήκε στη θέση BglII του pUAST. Το γονίδιο E(spl)m7∆W απελευθερώθηκε από τον 
πλασµιδιακό φορέα Ract ως EcoRI/PstI και υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pBKSII στις 
αντίστοιχες θέσεις. Στη συνέχεια υποκλωνοποιήηκε στο pUAST ως EcoRI/XbaI. Τα γονίδια 
E(spl)bHLHVP16 και E(spl)OrangeVP16 προέκυψαν από τη σύνδεση του αµινοτελικού 
(αµινοξέα από 1-80) και τµήµατος (αµινοξέα 81-186) τµήµατος της E(spl)m7 µε PCR αντίδραση. 
Στη συνέχεια υποκλωνοποιήθηκαν στον pBKSII ως EcoRI/BamHI οπότε µπόρεσαν να 
προσδεθούν στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο τα τµήµατα VP16 ως BamHI. Αφού εξετάστηκε η 
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αλληλουχία τους για τυχόν µεταλλαγές, υποκλωνοποιήθηκαν στον pUAST ως EcoRI/XbaI. Τα 
γονίδια Scute1-260 και Scute1-290 απελευθερώθηκαν από το φορέα pJG4.5 που χρησιµοποιήθηκε 
για το σύστηµα δύο υβριδίων ως EcoRI/XhoI τµήµατα και κλωνοποιήθηκαν στις  αντίστοιχες 
θέσεις του pUAST. Όλα τα διαγενετικά στελέχη δηµιουργήθηκαν σε γενετικό υπόστρωµα yw67c23 
µε καθιερωµένες τεχνικές. Όλες οι διασταυρώσεις διατηρήθηκαν στους 25οC. 

 Για τα πειράµατα υπερέκφρασης χρησιµοποιήθηκαν τα εξής στελέχη: omb-Gal4 
(P[Gal4]biomb-Gal4), pnr-Gal4 (P[GawB]pnrMD237), ap-Gal4 (P[GawB]apmd544), που 
περιγράφονται στη FlyBase (www.flybase.org). Για τα πειράµατα ανάλυσης µωσαικών ατόµων 
εφαρµόστηκε η ακόλουθη διαδικασία: Οι κλώνοι επήχθησαν µε θερµικό σοκ των προνυµφών 
για 1 ώρα στους 38°C, 48-96 hours µετά την απόθεση εµβρύων (AEL) των γενοτύπων:  

omb-GAL4/hs-FLP; EE4-lacZ/UAS-sc UAS-E(spl)m7; FRT82B hs-pMyc87E97E/FRT82B kar2 
ry506 groE48  

ή  

hs-FLP/+; EE4-lacZ/+; FRT82B hs- pMyc87E97E/FRT82B kar2 ry506 P[gro+] Df(3R) grob32.2.  

 Σε όλα τα πειράµατα επιλέχθησαν περιπλανώµενες προνύµφες 3ου σταδίου. Στα 
πειράµατα µωσαικής ανάλυσης οι προνύµφες υπέστησαν ξανά θερµικό σοκ για 90' στους 38οC 
για την επαγωγή της έκφρασης του πMyc και αφέθησαν να αναρρώσουν στους 25οC για 90' 
πριν τη διατοµή τους.  

4.3 Ιστοχηµικές και ανοσοιστοχηµικές χρώσεις σε έµβρυα και ιστούς 
Drosophila. 

 Για τα πειράµατα ιστοχηµικής ανίχνευσης δραστικότητας β-γαλακτοσιδάσης, οι 
προνύµφες διατοµήθηκαν σε 1x ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών και στερεώθηκαν για 9' σε 
διάλυµα 1% γλουταραλδεϋδης / 1xPBS σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά από εκετεταµένες 
πλύσεις των δειγµάτων οι προνύµφες τοποθετήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα χρώσης [10 mM 
Na-PO4 buffer (pH 7.2), 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 3 mM K4[FeII(CN)6], 3 mM K4[FeIII(CN)6], 
0.3% Triton X-100], προθερµασµένο στους 65οC, περιέχοντας 0.2% X-gal και επωάστηκαν σε 
θάλαµο υγρασίας στους 37οC για ποικίλα χρονικά διαστήµατα. Ειδικά για το πείραµα όπου 
χρησιµοποιήθηκαν προνύµφες µε έλλειψη των γονιδίων E(spl)m7 και m8, αυτές επωάστηκαν 
µαζί µε αγρίου τύπου προνύµφες για την ηµιποσοτική µέτρηση της δραστικότητας της β-
γαλακτοσιδάσης. Οι γενότυποι των δύο προνυµφών µπορούσαν να διακριθούν µε βάση τη 
µορφολογία τους.  
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 Τα πειράµατα ανοσοιστοχηµικής ανίχνευσης πραγµατοποιήθηκαν µε αντισώµατα 
προερχόµενα από την Developmental Studies Hybridoma Bank, Cappel, Jackson 
Immunochemicals και Molecular Probes. Για την περίπτωση του αντί-Hey, το αντίσωµα προήλθε 
από ορό ποντικών ανοσοποιηµένων για την πρωτεΐνη His-Hey. Όλες οι ανοσοιστοχηµικές 
χρώσεις σε έµβρυα, αναπτυξιακούς δίσκους και ΚΝΣ προνυµφών και φτερά νυµφών 24 ωρών 
πραγµατοποιήθηκαν µε βάση γνωστά πρωτόκολλα µε αραίωση του αντισώµατος 1/2000. Ειδικά 
για το ΚΝΣ προνυµφών η στερέωση έγινε σε διάλυµα 4%παραφορµαλδεύδης/1xPEM σε 
θερµκοκρασία δωµατίου για 20'.   

 Ειδικές συνθήκες απαιτούνται σια τη χρήση του αντί-Ac αντισώµατος: ∆ιατµηµένες 
προνύµφες στερεώθηκαν σε διάλυµα 1�PEM [100 mM PIPES, 1mM EGTA, 1 mM MgCl2 (pH 6.9) 
corrected with KOH], 1% TritonX-100, 1% PFA, για 1 ώρα στους 8°C. Όλες οι ακόλουθες 
πλύσεις και επωάσεις πραγµατοποιήθηκαν σε διάλυµα 50 mM Tris-Cl (pH 6.8), 150 mMNaCl, 
0.5% NP40 buffer, συµπληρωµένο µε 1-5% NGS.  

Όλα τα δείγµατα παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο Leica Diaplan ή σε συνεστιακό µικροσκόπιο 
Leica SP.  

4.4 Παραγωγή και καθαρισµός της πρωτεΐνης His-Hey µε χρωµατογραφία 
συγγένειας µετάλλου.  

 Το cDNA του γονιδίου Hey κλωνοποίηθηκε σε τυφλή θέση BamHI του πλασµιδιακού 
φορέα pET16b ως EcoRI µε τυφλά άκρα. Το πλασµίδιο µετασχηµατίστηκε σε BL21 pLys 
στέλεχος. Μοναδικές αποικίες εµβολιάστηκαν σε µικρής κλίµακας υγρές καλλιέργειες για την 
εξακρίβωση παραγωγής της πρωτεΐνης υπό συνθήκες επαγωγής. Στο επόµενο στάδιο, η 
παραγωγή His-Hey πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε σε µεγαλύτερη κλίµακα. Σε υγρές καλλιέργεις 
περίπου 1 lt και σε OD600nm 0.6 προστέθηκε IPTG σε τελική συγκέντρωση 1mM. Τα κύτταρα 
αναπτύχθηκαν για ακόµη 3 ώρες στους 37οC. Στο τέλος αυτής της χρονικής περιόδου 
συλλέχθησαν µε φυγοκέντρηση, πλύθηκαν µε 1xPBS για την απόµάκρυνση εναποµείνοντος 
θρεπτικού µέσου και εναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα ουρίας, οπότε και υποβλήθησαν σε 
διάσπαση µε υπέρηχους παρουσία πρωτεϊνικών αναστολέων.  

 Ο επακόλουθος καθαρισµός πραγµατοποιήθηκε υπό αποδιατακτικές συνθήκες µε 
σφαιρίδια ρεσίνης επικαλυµµένων µε ιόντα Ni και σύµφωνα µε τις οδηγίες χρήσης της 
κατασκευάστριας εταιρείας (Quiagen). Τα κλάσµατα έκλουσης εξετάστηκαν µε τη µέθοδο 
Bradford για την περιεκτικότητά τους σε πρωτεΐνη και µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση για την 
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καθαρότητα της εκλουόµενης πρωτεΐνης. Στη συνέχεια διαχωρίστηκαν σε µικρές δόσεις και 
φυλάχθησαν στους -20οC παρουσία 1Μ ουρίας.  

 Περίπου 50γ πρωτεΐνης ανά ποντίκι χρησιµοποιήθηκαν για κάθε ένεση ανοσοποίησης. 
Η ανοσοποίηση έγινε σύµφωνα µε καθιερωµένες τεχνικές.  

4.5 Σύστηµα δύο υβριδίων στο σακχαροµύκητα Saccharomyces cereviciae. 

 Το σύστηµα των δύο υβριδίων που χρησιµοποιήθηκε προήλθε από την εταιρία OriGene 
και έχει χρησιµοποιηθεί από τους Alifragis et al (1997). Περιληπτικά, βασίζεται σε τρεις 
πλασµιδιακούς φορείς: τον pEG202NLS (His), ο οποίος προσφέρει δυνατότητες κλωνοποίησης 
cDNA σε µεταφραστική σύντηξη µε την βακτηριακής προέλευσης περιοχή πρόσδεσης στο DNA 
LexA, καθώς και µε αλληλουχία πυρηνικού εντοπισµού, τον pJG4-5 (Trp), ο οποίος προσφέρει 
δυνατότητες κλωνοποίησης cDNA σε µεταφραστική σύντηξη µε την περιοχή ενεργοποίησης της 
µεταγραφής Β42 και τον υψηλής ευαισθησίας pSH1834 (Ura) που φέρει το γονίδιο αναφοράς β-
γαλακτοσιδάση (lacZ) υπό τον έλεγχο πολυµερισµένων LexA θέσεων πρόσδεσης. Τα cDNA 
γονιδίων ή τµήµατα αυτών παρήχθησαν µε αντίδραση PCR και κλωνοποιήθηκαν (κυρίως) ως 
EcoRΙ/XhoΙ τµήµατα στις EcoRΙ/SalI ή EcoRΙ/XhoΙ θέσεις των πλασµιδίων PEG202NLS ή PGJ4-
5 αντιστοίχως. Τα στελέχη ζύµης που χρησιµοποιήθηκαν για µετασχηµατισµό είναι τα EGY48 
(Mαta, trp1, his3, ura3, leu2::6LexAop-LEU2), που µετασχηµατίστηκαν µε φορείς pEG202NLS 
και pSH1834, και τα FT4 (Mαtα, trp1, his3, ura3, leu2), που µετασχηµατίστηκαν µε φορείς pJG4-
5. Μετά από σύζευξη σε τριβλία µε πλούσιο θρεπτικό υλικό για 24 ώρες, τα διπλοειδή κύτταρα 
επιλέχθησαν βάσει αυξοτροφιών σε τριβλία µε ελάχιστο θρεπτικό µέσο. Η παραγωγή των υπό 
µελέτη πρωτεϊνών επήχθη στα κύτταρα της ζύµης µε µεταφορά αποικιών σε τριβλία µε θρεπτικό 
µέσο γαλακτόζης/ραφινόζης ως πηγή άνθρακα και X-gal ως υπόστρωµα της β-γαλακτοσιδάσης. 
Η ένταση της αλληλεπίδρασης εκτιµήθηκε βάσει της ποιοτικής εξέτασης της έντασης του 
χρώµατος των αποικιών που αναπτύχθηκε µετά από 24ωρη επώαση. Όλες οι επωάσεις 
πραγµατοποιήθηκαν στους 30οC.  

4.6 Ανάλυση αλληλεπιδράσεων ραδιοσηµασµένων πρωτεϊνών, 
παρηγµένων in vitro, µε GST πρωτεΐνες. 

 Το cDNA του Ε(spl)m7 γονιδίου ή τµήµατα αυτού κλωνοποιήθηκαν σε κατάλληλο 
πλασµιδιακό φορέα (pGEX4T-1, Amersham Pharmacia) ως EcoRI/XhoI τµήµατα σε 
µεταφραστική σύντηξη µε την περιοχή GST. Τα πλασµίδια που προέκυψαν µετασχηµατίστηκαν 
σε E.coli ΒL21pLys βακτηριακά στελέχη (Stratagene). Η παραγωγή των ετερόλογων πρωτεϊνών 
επήχθη σε υγρές καλλιέργειες 250ml OD600nm 0.8-1.0, µε 0.1 mM IPTG, και περαιτέρω 
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επώαση στους 37oC για 1 ώρα. Μετά από φυγοκέντρηση, τα βακτήρια που συλλέχθησαν, 
πλύθηκαν µε παγωµένο 1xPBS για την αποµάκρυνση κατάλοιπων θρεπτικού µέσου και, αφού 
εναιωρήθηκαν σε 1xPBS-0.1% Triton X100 επωάστηκαν σε πάγο παρουσία λυσοζύµης για 20 
λεπτά. Εν συνεχεία, διασπάστηκαν µε υπέρηχους, παρουσία αναστολέων πρωτεασών, 
φυγοκεντρήθηκαν και τα διαλυτά κλάσµατα των λυµάτων φυλάχθησαν παρουσία 10% 
γλυκερόλης στους -80οC. ∆είγµατα των κλασµάτων χρησιµοποιήθηκαν για την ποσοτικοποίηση 
της εκάστοτε GST πρωτεΐνης µε ηλεκτροφόρηση καθαρισµένων ποσοτήτων και ακόλουθη 
εκτίµηση των SDS-PAGE gels µε χρώση µε Coomassie blue. Στο επόµενο στάδιο, 1-5γ κάθε 
GST πρωτεΐνης ακινητοποιήθηκε πάνω σε 30λ σφαιριδίων αγαρόζης-γλουταθειόνης για την 
αλληλεπίδραση µε in vitro µεταφρασµένες παρουσία ραδιενέργειας πρωτεΐνες. Η in vitro 
µετάφραση ραδιοσηµασµένων πρωτεϊνών έγινε µε το εµπoρικό kit αντιδραστηρίων TnT/T7 της 
Promega ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

4.7 Πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυττάρων S2. 

 Σε όλα τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς το UAS-tk-luc. Ο ενισχυτής 
UAS εξήχθη από το πλασµίδio pUAST ως BamHI-HpaI τµήµα και υποκλωνοποιήθηκε µε τυφλά 
άκρα στη θέση SmaI στο πλασµίδιο PGL3tkluc, προηγούµενο του βασικού υποκινητή του 
γονιδίου της θυµιδίνης της κινάσης και του γοιδίου της λουσιφεράσης. Τo πλασµίδιo έκφρασης 
RGDBD δηµιουργήθηκε µε την υποκλωνοποίηση της περιοχή πρόσδεσης του µεταγραφικού 
παράγοντα GAL4 του ζαχαροµύκητα (GDBD), προερχόµενο αρχικά ως HindIII/XbaI τµήµα από 
το πλασµίδιο pBXG1 (Brown et al 1998), τροποποιηµένο έτσι ώστε να αποκτήσει τυφλά άκρα, 
σε τροποποιηµένη SalI θέση στο πλασµίδιο RactHAdh. Το cDNA του γονιδίου Scute ή τµήµατα 
αυτού κλωνοποιήθηκαν ως Sma/Xho ενθέµατα στις θέσεις Sma/SalI του RGDBD για την 
παραγωγή πρωτεϊνών συζευγµένων µε το καρβοξυτελικό άκρο της GDBD περιοχής. Τα Ε(spl) 
γονίδια κλωνοποιήθηκαν στο πλασµίδιο RactHAdh (Swevers et al 1996). Τα γονίδια Ract-m7 
και Ract-m7∆W περιγράφονται στη διαδακτορική διατριβή του Παύλου Αλιφραγκή. Το Ract-
m7KNEQ κλωνοποιήθηκε ως EcoRI/SalI µε τυφλά άκρα σε θέση BamHI. Στην ίδια θέση και µε 
την ίδια στρατηγική κλωνοποιήθηκαν όλα τα γονίδια E(spl)m7 που φέρουν σηµειακές 
µεταλλαγές στην περιοχή Orange (το E(spl)m7ΝΤΕΚ µε τυφλά άκρα EcoRI/XhoI, τα 
E(spl)m7ΤΝΗQ και E(spl)m7SA µε τυφλά άκρα NotI). Επίσης, το γονίδιο E(spl)m7∆Orange 
(φέρει έλλειψη της περιοχής που βρίσκεται µεταξύ δύο εσωτερικών HinfI θέσεων στο cDNA του 
E(spl)m7) κλωνοποιήθηκε ως EcoRI/XbaI µε τυφλά άκρα στη  BamHI  πλασµιδίου Ract. Τα 
µεταλλαγµένα cDNA προέκυψαν ως PCR προιόντα σε δύο στάδια: στο πρώτο στάδιο 
χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές, εκ των οποίων ο ένας έφερε την επιθυµητή µεταλλαγή, για την 
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παραγωγή τµήµατος του cDNA του γονιδίου. Το προιόν αυτό χρησιµοποιήθηκε σε δεύτερο 
στάδιο ως  εκκινητής (megaprimer) σε συνδυασµό µε εκκινητή κατάλληλο για την παραγωγή του 
πλήρους µήκους cDNA. Τα προιόντα κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pGEMT-easy 
της Promega για τον έλεγχο της αλληλουχίας τους. 

 Tα πλασµίδια καθαρίστηκαν µε κολώνες τύπου QIAGEN ή µε τη µέθοδο του CsCl. H 
ποσότητα του DNA που χρησιµοποιήθηκε είναι 2µg/106 κύτταρα. Τα επιθυµητά πλασµίδια 
συνδιαµολύνθηκαν µε πλασµίδιο, που περιέχει το hs-lacZ είναι απαραίτητη, για να 
υπολογίσουµε την επιτυχία του µετασχηµατισµού. Στην περίπτωσή µας χρησιµοποιούσαµε 
400ng UAS-tk-luk ως γονίδιο ανταποκριτή για κάθε αντίδραση. Τα ολικά πρωτεινικά 
εκχυλίσµατα παρήχθησαν µε εναιώρηση των κυττάρων 40-48 ώρες µετά τη διαµόλυνσή τους 
(που πραγµατοοιήθηκε µε τη µέθοδο ιζήµατος φωσφόρου) σε 100µl ειδικού διαλύµατος 
(breaking buffer) της εταιρίας PROMEGA και τρεις κύκλους ψύξης-αποψυξης.  

 Η δραστικότητα της β-γαλακτοσιδάσης µετρήθηκε µε την προσθήκη 25µl εκχυλίσµατος 
σε 300µl διαλύµατος γαλακτοσιδάσης (60mM Na2HPO4, 40mM NaH2PO4, 10mM KCl 1mM 

MgSO4) στο οποίο προσθέτουµε 13.5µl µερκαπτοαιθανόλης (ανά 5 ml δτος) ακριβώς πριν τη 

χρήση. Έπειτα προσθέτουµε 60µl ONPG (4mg/ml) και επωάζουµε στους 37
ο
C, µέχρι να 

κιτρινίσει το διάλυµα, οπότε και σταµατάµε την αντίδραση προσθέτοντας 500µl Na2CO3 (1M). 

Στη συνέχεια φωτοµετρούµε στα 420nm, χρησιµοποιώντας νερό ως τυφλό δείγµα. Για τη 
µέτρηση της λουσιφεράσης ακολουθήθηκαν οι οδηγίες της εταιρίας PROMEGA. Συγκεκριµένα, 
αναµείχθηκαν 5λ ολικού πρωτεινικού εκχυλίσµατος και 20λ υποστρώµατος. Οι µετρήσεις 
πραγµατοποιήθηκαν στο λουµινόµετρο.  

 Για να είναι συγκρίσιµες οι τιµές της ενεργότητας της λουσιφεράσης από το ένα δείγµα 
στο άλλο, η τιµή µέτρησης του λουµινόµετρου διαιρέθηκε µε την τιµή ενεργότητας της β-

γαλακτοσιδάσης, σύµφωνα µε τον παρακάτω τύπο: luc x t
lac-Z

/OD420. Tο luc, συµβολίζει την 

τιµή του λουµινόµετρου, το t
lac-Z 

το χρόνο από την αρχή µέχρι το σταµάτηµα της αντίδρασης 
της γαλακτοσιδάσης και το OD420 την τιµή της φωτοµέτρησης στα 420nm του διαλύµατος της 

αντίδρασης της γαλακτοσιδάσης. 
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5 Aποτελέσµατα (Mέρος A) 

5.1 Οι πρωτεΐνες E(spl) καταστέλλουν  γονίδια στόχους των προνευρικών 
πρωτεϊνών. 

 Στην Εικ. 8 (Α, Β)  φαίνεται ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Scute (Sc) προάγει την 
ανάπτυξη εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα ενήλικων ατόµων, ενώ αυτή 
παρεµποδίζεται σε συνθήκες υπερέκφρασης των πρωτεΐνών E(spl)m7 και E(spl)mδ, όπως 
αναµένεται (Hinz et al 1994, Ligoxygakis et al 1999), αλλά και της πρωτεΐνης E(spl)m7KNEQ 
(Εικ. 8 Γ,Ε,Ζ αντιστοίχως). Η Ε(spl)m7KNEQ φέρει τις µεταλλαγές στα αµινοξέα Κ15 και Ε22 
της βασικής περιοχής της πρωτεΐνης E(spl)m7 σε Ν και Q αντιστοίχως. Oι σηµειακές αυτές 
µεταλλαγές, που έχουν εισαχθεί τεχνητά, καταργούν την ικανότητά της να προσδένεται στο 
DNA (Jimenez and Ish- Horowitz 1997). Εποµένως, η ικανότητα πρόσδεσης των Ε(spl) 
πρωτεϊνών δεν είναι απαραίτητη για την κατασταλτική τους δράση.  

 Η ανάπτυξη των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων παρεµποδίζεται πλήρως από τις 
Ε(spl)m7 και E(spl)m7KNEQ πρωτεΐνες και µερικώς από την πρωτεΐνη E(spl)mδ ακόµα και σε 
συνθήκες συνυπερέκφρασής τους µε την πρωτεΐνη Sc Εικ. 8 (∆, ΣΤ, Η). Αυτό υποδεικνύει ότι 
οι Ε(spl) πρωτεΐνες πρέπει να δρουν κατασταλτικά (και ανταγωνιστικά ως προς την πρωτεΐνη 
Sc) κυρίως επί των ιδίων γονιδίων στόχων, εκείνων δηλαδή που είναι υπεύθυνα για την 
ανάπτυξη των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων. Ειδικότερα, λόγω συνυπερέκφρασης της 
προνευρικής πρωτεΐνης Sc, η µεταγραφική ρύθµιση των ενδογενών προνευρικών γονιδίων 
δεν κατέχει πλέον πρωτεύοντα ρόλο. Συνεπώς η δράση των Ε(spl) πρωτεϊνών κατευθύνεται 
δευτερευόντως έναντι των ίδιων των προνευρικών γονιδίων,  αντίθετα ίσως µε ότι πιστευόταν 
µέχρι σήµερα  (Martin-Bermudo et al., 1995; Skeath and Carroll, 1992). 

 Μερικά από τα γονίδια – στόχους των προνευρικών- είναι τα ίδια τα προνευρικά, 
συµπεριλαµβανοµένου το scute, το οποίο εκφράζεται στους προνευρικούς συναθροισµούς 
(βλ. εισαγωγή) και το asense, του οποίου η έκφραση ενεργοποιείται στο SOP αµέσως µετά 
την επιλογή του. Ωστόσο, και στα δύο γονίδια έχει παρατηρηθεί ότι στις ρυθµιστικές τους 
ακολουθίες περιέχονται θέσεις πρόσδεσης τόσο για τις προνευρικές πρωτεΐνες όσο και για τις 
πρωτεΐνες E(spl). Πως επιτυγχάνεται η ειδικότητα της απόκρισης των παραπάνω γονιδίων? 
Επίσης, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του παραπάνω πειράµατος η ικανότητα πρόσδεσης 
των Ε(spl) πρωτεϊνών στο DNA δεν είναι απαραίτητη. Ποιος είναι λοιπόν ο ρόλος των θέσεων 
πρόσδεσης στις ρυθµιστικές αλληλουχίες των παραπάνω γονιδίων και γιατί οι Ε(spl) 
πρωτεΐνες διαθέτουν την εξελικτικά συντηρηµένη βασική περιοχή που τους προσδίδει 
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ικανότητα πρόσδεσης στο DNA? Είναι πιθανό να δρούν σαν την πρωτεΐνη Emc, η οποία 
σχηµατίζει µε τους µεταγραφικούς παράγοντες που αλληλεπιδρά ανενεργά ως προς την 
πρόσδεσή τους στο DNA σύµπλοκα? Επιπρόσθετα, που οφείλεται η διαφορετική ικανότητα 
των πρωτεϊνών E(spl)m7 και E(spl)m7KNEQ σε σχέση µε την πρωτεΐνη E(spl)mδ να 
παρεµποδίζουν τη νευρογένεση? 

 

Εικόνα 8: Επίδραση της υπερέκφρασης διάφορων bHLH πρωτεΐνών στο πρότυπο των εξωτερικών αισθητηρίων 
οργάνων στο θώρακα ενήλικων ατόµων: Α) Αγρίου τύπου θώρακας, Β) Υπερέκφραση sc, Γ. Ε, Ζ) Υπερέκφραση 
E(spl)m7 (Γ),  E(spl)mδ (Ε), E(spl)m7KNEQ (Ζ), ∆, ΣΤ, Η) Συνυπερέκφραση sc και των διαγονιδίων σε Γ, Ε, Ζ 
αντιστοίχως.
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5.2 Ορισµένες πρωτεΐνες E(spl) µπορούν να καταστείλουν γονίδια 
στόχους χωρίς πρόσδεση στο DNA. 

 Οι πρώτες ενδείξεις για το γεγονός ότι η πρόσδεση των E(spl) πρωτεϊνών στις EB/C 

αλληλουχίες δεν είναι απαραίτητη για την κατασταλτική δράση τους προέκυψαν από 
πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης S2 κυττάρων και µέτρηση της δραστικότητας του γονιδίου 
ανταποκριτή λουσιφεράση (luc), η έκφραση της οποίας ελεγχόταν από την 5’ εγγύς (µήκος 
περίπου 900 ζευγαριών βάσεων) ρυθµιστική περιοχή του γονιδίου ac (Τ5) (Ohsako et al., 
1994). Η περιοχή αυτή επιτελεί πιθανότατα αυτορυθµιστική λειτουργία, καθώς περιέχει τρεις 
EA αλληλουχίες, θέσεις πρόσδεσης των ετεροδιµερών των µεταγραφικών ενεργοποιητών Sc ή 

Ac µε την πρωτεΐνη Da. Επίσης, περιέχει µία τύπου C αλληλουχία, απαραίτητη για την 
καταστολή από την πρωτεΐνη Hairy, η οποία είναι παρόµοια µε τις E(spl) πρωτεΐνες (Ohsako 
et al., 1994, Van Doren et al. 1994).  

 Η ταυτόχρονη υπερέκφραση E(spl), Da και Sc σε S2 κύτταρα οδήγησε σε καταστολή 
της ενεργότητας της λουσιφεράσης, όπως άλλωστε θα αναµενόταν λόγω της πρόσδεσης των 
E(spl) στη θέση C. Προς επιβεβαίωση της σηµασίας της πρόσδεσης στο DNA, 
χρησιµοποιήθηκε µία µεταλλαγµένη στην θέση C µορφή του παραπάνω υποκινητή (Τ5m) 
(αποτελέσµατα Παύλου Αλιφραγκή από Giagtzoglou et al. 2003, Εικ. 9). Η µεταλλαγή αυτή 
πιθανότατα αποκλείει την πρόσδεση των E(spl) πρωτεΐνών, όπως αποκλείεται η πρόσδεση 
και η κατασταλτική δράση της πρωτεΐνης Hairy (Ohsako et al., 1994). Oµοίως µε τη Hairy, η 
E(spl)mδ έχασε την κατασταλτική της ιδιότητα. Aντιθέτως, η κατασταλτική δράση των 
πρωτεΐνών E(spl)m7 και mγ επί της ενεργότητας της λουσιφεράσης δεν µειώθηκε. Είναι 
λοιπόν φανερό ότι διαφορετικές Ε(spl) πρωτεΐνες δρουν µε διαφορετικό τρόπο: η Ε(spl)mδ δρα 
κατά ένα τρόπο εξαρτώµενο από τη πρόσδεσή της στις αντίστοιχες θέσεις DNA (όπως και η 
Hairy), ενώ οι Ε(spl)m7 και mγ µπορούν να καταστέλλουν χωρίς να είναι απαραίτητη η 
πρόσδεσή τους στις αντίστοιχες αλληλουχίες. 

 Η πιθανή ύπαρξη µη τυπικών, θέσεων στον εγγύς υποκινητή του ac, στις οποίες οι 
E(spl) πρωτεΐνες είναι δυνατόν να προσδένονται (Chen et al. 1997, Culi and Modolell 1998, 
Yang et al.2001) µπορεί να είναι η αιτία για την ικανότητα των E(spl)m7 και E(spl)mγ 
πρωτεΐνών  να καταστέλλουν ακόµα και τον µεταλλαγµένο στη θέση C υποκινητή του ac. Γι’ 
αυτό το σκοπό, η χρήση ενός in vivo συστήµατος κρίθηκε ως η καταλληλότερη πειραµατική 
µέθοδος. Πιο αναλυτικά, η απόκριση του γονιδίου lacZ, και κατ’ επέκταση η απόκριση του 
συνθετικού ενισχυτή που ελέγχει την έκφραση του, µελετήθηκαν σε διαγονιδιακά στελέχη 
Drosophila melanogaster. Ο συγκεκριµένος ενισχυτής, επονοµαζόµενος ως ΕΕ4, αποτελείται 
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από οκτώ EA αλληλουχίες πρόσδεσης, διατεταγµένες σε σειρά µπροστά από το βασικό 

υποκινητή του γονίδίου hsp70 και το γονίδιο lacZ. Στις αλληλουχίες αυτές οι E(spl) πρωτεΐνες 
δεν µπορούν να προσδεθούν, σε αντίθεση µε τα ετεροδιµερή Da/Sc και Da/Ac. Γι’ αυτό και ο 
ενισχυτής αυτός είναι ενεργός σε όλους τους προνευρικούς συναθροισµούς του αναπτυξιακού 
δίσκου του φτερού, αποκρινόµενος στην δραστικότητα των ενδογενών προνευρικών 
πρωτεΐνών (Εικ. 10) (Culi και Modolell, 1998). Έτσι, η συµπεριφορά του ΕΕ4, ενός ενισχυτή 
δηλαδή όπου δεν προσδένονται οι Ε(spl) πρωτεΐνες, θα µπορούσε να απαντήσει µε 
µεγαλύτερη βεβαιότητα το ερώτηµα κατά πόσο οι Ε(spl) πρωτεΐνες είναι ικανές για καταστολή 
γονιδίων ανεξάρτητα από την πρόσδεσή τους σε αλληλουχίες στόχους στο DNA. H δοκιµασία 
της απόκρισης του ΕΕ4 στις Ε(spl) πρωτεΐνες πραγµατοποιήθηκε σε αναπτυξιακούς δίσκους 

φτερού προνυµφών 3ου σταδίου Drosophila, όπου τα γονίδια ac και sc ήδη εκφράζονται στους 
προνευρικούς συναθροισµούς των µακροχαιτών του θώρακα και των αισθητηρίων οργάνων 
του φτερού. 

 

Εικόνα 9: Μεταβολή της θετικής απόκρισης των ενισχυτών T5 (Α) και Τ5m (Β) σε Da/Sc ετεροδιµερών, 
παρουσία αυξανόµενων ποσοτήτων διαφόρων E(spl) πρωτεΐνών. 
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 Πρωταρχικά, το πρότυπο της έκφρασης του EE4-lacZ ενισχυτή ελέγχθηκε σε 
συνθήκες έλλειψης λειτουργίας των E(spl) γονιδίων (Εικ. 11). Όταν τα γονίδια E(spl)m7 και 
E(spl)m8 εκλείπουν από το γενετικό υπόβαθρο του στελέχους Drosophila, ο EE4-lacZ φαίνεται 
να είναι πιο ενεργός σε σύγκριση µε αγρίου τύπου στελέχη (Εικ. 11 Α-Α', Β-Β'). Aξίζει να 
σηµειωθεί ότι τα γονίδια E(spl)m7 και E(spl)m8 εκφράζονται περισσότερο από κάθε άλλο 
γονίδιο του E(spl) συµπλόκου (E(spl)-C) στους προνευρικούς συναθροισµούς του 
αναπτυξιακού δίσκου του φτερού (de Celis et al 1996). Ωστόσο, η έλλειψή τους δεν προκαλεί 
καµµία αλλαγή στον αριθµό και στο πρότυπο των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων στο 
ενήλικο άτοµο, πιθανότατα λόγω των λοιπών E(spl) γονιδίων και της δυνατότητάς τους για 
λειτουργική αντικατάσταση. Eπιπλέον, η δραστικότητα του EE4 ενισχυτή ελέγχθηκε υπό 
συνθήκες έλλειψης όλου του γενετικού τόπου E(spl)-C, οπότε και πάλι παρατηρείται αύξηση 
των επιπέδων ΕΕ4-lacZ (Εικ. 11 Γ-Γ'). Συνεπώς, η δραστικότητα των ενδογενών E(spl) 
πρωτεΐνών, ιδιαίτερα των E(spl)m7 και m8, µειώνει την απόκριση του EE4 ενισχυτή. Είναι 
πιθανό αυτό να συµβαίνει είτε άµεσα, επειδή κανονικά οι E(spl) πρωτεΐνες στρατολογούνται 
στον EE4 ενισχυτή, είτε έµµεσα, µέσω δηλαδή της αποκαταστολής και επακόλουθης αύξησης 
της έκφρασης των ενεργοποιητών-προνευρικών γονιδίων ac και sc. 

 

Εικόνα 10: Πρότυπο έκφρασης συνθετικού ενισχυτή ΕΕ4 (A), ο οποίος αποτελεί απλουστευµένη έκδοση του 
ενισχυτή SMC (B) του γονιδίου sc σε αναπτυξιακούς δίσκους φτερού 3ου προνυµφικού σταδίου, µετά από 
ιστοχηµική χρώση για ανίχνευση δραστικότητας lacZ. Ο ενισχυτής ΕΕ4 είναι ενεργός σε όλα τα κύτταρα του 
προνευρικού συναθροισµού, ενώ ο ενισχυτής SMC ενεργοποιείται µόνο στα µελλοντικά πρόδροµα κύτταρα 
αισθητηρίων οργάνων. Αυτό µάλλον οφείλεται στην παρουσία µοτίβων C και α, αν και η συµµετοχή και άλλων 
παραγόντων δεν έχει αποκλεισθεί. 
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Εικόνα 11: (Α'-Β') Η έλλειψη των γονιδίων Ε(spl)m7 και m8  προκαλεί την αύξηση της δραστικότητας του ΕΕ4 
ενισχυτή στους προνευρικούς συναθροισµούς (ιδιαίτερα εµφανής σε αυτούς των νώτων, όπως δείχνουν τα βέλη) 
σε σχέση µε τα επίπεδα σε αγρίου τύπου αναπτυξιακούς δίσκους προνύµφης (Α-Β). Γ) πράσινο: GFP, η έλλειψη 
της οποίας µαρτυρει τις περιοχές οµόζυγες για το αλληλόµορφο Df(3R)b32.2 [έλλειψη του γενετικού τόπου 
E(spl)], κόκκινο: αντι-LacZ, Γ') µόνο το κόκκινο κανάλι του Γ. Η η αποκαταστολή του ενισχυτή παρατηρείται (ως 
πιο έντονη ανοσοιστοχηµική χρώση για πρωτεΐνη LacZ) σε κλώνους κυττάρων (περικυκλωµένα από την άσπρη 
γραµµή - Γ') που είναι οµόζυγα για έλλειψη όλου του γονιδιακού συµπλόκου E(spl) (Γ-Γ'). 

Α Α' 

Β Β' 

Γ 

Γ' 
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 Aντιστρόφως, το πρότυπο έκφρασης του EE4-lacZ µελετήθηκε και σε συνθήκες 
υπερέκφρασης των Ε(spl). Tα πειράµατα υπερέκφρασης διεξάχθηκαν σε δύο διαφορετικές 
περιοχές του αναπτυξιακού δισκου µε πανοµοιότυπα αποτελέσµατα. Σε όλες τις περιπτώσεις, 
η υπερέκφραση της E(spl)m7 κατέστειλε πλήρως την έκφραση EE4-lacZ, ενώ η έκφραση της 
E(spl)mδ απλά τη µείωσε, αν και αισθητά (Εικ. 12 Α-Γ).  

 H παρατήρηση αυτή έθεσε τα εξής ερωτήµατα: µε ποιόν τρόπο οι δύο E(spl) 
πρωτεΐνες, m7 και mδ, µπορούν να καταστείλουν την ενεργότητα ενός υποκινητή στον οποίο 
αποδεδειγµένα δεν µπορούν να προσδεθούν (Culi and Modolell, 1998, Jennings et al., 1999, 
Oellers et al. 1994) και σε τι οφείλεται η διαφορική κατασταλτική ικανότητά τους; 

 Mία πιθανή ερµηνεία για την αιτία της δράσης των E(spl)m7 και mδ πρωτεΐνών στον 
EE4 ενισχυτή θα ήταν ότι η υπερέκφρασή τους οδηγεί στην καταστολή των ενδογενών 
προνευρικών γονιδίων (σε αντιστοιχία µε το ότι η αποµάκρυνσή τους µπορεί να τα 
αποκαταστέλλει), η έκφραση των οποίων είναι απαραίτητη για την ενεργότητα του EE4. O 
έλεγχος αυτής της πιθανότητας έγινε µε ιστοχηµική χρώση των αναπτυξιακών δίσκων του 
φτερού για την ανίχνευση της προνευρικής πρωτεΐνης Achaete (Ac), υπό συνθήκες 
υπερέκφρασης E(spl)m7 (Εικ. 12 Ε, ΣΤ). Ποιοτικά, το γενικό πρότυπο έκφρασης της Ac έµεινε 
αναλλοίωτο, αφού τα επίπεδα της πρωτεΐνης δεν µειώθηκαν σηµαντικά στα όρια της περιοχής 
υπερέκφρασης. Ωστόσο, είναι αξιοσηµείωτο ότι ποτέ δεν παρατηρήθηκαν πρόδροµα νευρικά 
κύτταρα που να εκφράζουν Ac εντονότερα απο τα γειτονικά τους, γεγονός που έχει 
χαρακτηριστεί ως το πιο πρώιµο, απαραίτητο κυτταρικό συµβάν κατά τη διαδικασία της 
επιλογής του πρόδροµου νευρικού κυττάρου από τον προνευρικό συναθροισµό (Culi and 
Modolell, 1998). H παραπάνω παρατήρηση συµφωνεί µε την κατασταλτική ιδιότητα των E(spl) 
πρωτεΐνών επί αυτής της αύξησης της έκφρασης των προνευρικών πρωτεΐνών στη διαδικασία 
σχηµατισµού του πρόδροµου νευρικού κυττάρου (Culi and Modolell, 1998, Giebel and 
Campos-Ortega, 1997, Ligoxygakis et al 1999, Nakao and Campos Ortega 1996, Tata and 
Hartley 1995), συνηγορεί δε προς το συµπέρασµα πως η E(spl)m7 δεν καταστέλλει την 
προνευρική ενεργότητα µέσω γενικευµένης µεταγραφικής καταστολής των προνευρικών 
πρωτεΐνών. 

 Για να διασφαλίσουµε ότι το αποτέλεσµα που παρατηρήθηκε δεν οφείλεται στη 
διακύµανση των ενδογενών επιπέδων των προνευρικών πρωτεϊνών εκπονήθηκαν πειράµατα 
ιστοχηµικής ανίχνευσης της δραστικότητας lacZ σε αναπτυξιακούς δίσκους φτερού υπο 
συνθήκες ταυτόχρονης υπερέκφρασης E(spl) και προνευρικής πρωτεΐνης Sc. (Εικ. 12 Ζ-Θ). Oι 
συνθήκες αυτές διασφάλισαν την οµοιόµορφη, εξωγενώς επιβαλλόµενη, έκφραση 
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προνευρικής πρωτεΐνης. H υπερέκφραση µόνο της πρωτεΐνης Sc προκάλεσε την αναµενόµενη, 
ευρεία, αν και όχι οµοιόµορφη, εκτοπική ενεργοποίηση του EE4-lacZ γονιδίου αναφοράς. 
Άλλωστε, το φαινόµενο της ανοµοιόµορφης ενεργότητας των προνευρικών πρωτεΐνών είχε 
παρατηρηθεί ξανά στο παρελθόν (Hinz et al. 1994) και πιθανότατα οφείλεται στην επαγωγή 
των ενδογενών E(spl) γονιδίων (Cooper et al. 2000, Nellesen et al. 1999) που καταστέλλουν τη 
δράση του Sc (Giebel and Campos-Ortega 1997, Hinz et al. 1994). Tαυτόχρονη υπερέκφραση 
E(spl)m7 και Sc προκάλεσε πλήρη σχεδόν καταστολή του EE4-lacZ. Yπερέκφραση 
E(spl)m7KNEQ, µε ταυτόχρονη ή όχι υπερέκφραση Sc, καταστέλλει το ίδιο ισχυρά την 
ενεργότητα του EE4-lacZ (Εικ. 12 ∆, Ι). Aντίθετα µε την E(spl)m7, ταυτόχρονη υπερέκφραση 
E(spl)mδ και sc δεν επηρέασε την ενεργοποίηση του EE4-lacZ (Εικ. 12 Θ). Η E(spl)mδ 
φαίνεται να δρα κατασταλτικά στον EE4-lacZ, όχι επηρεάζοντας µετα-µεταγραφικά την 
πρωτεΐνη Scute, αλλά µόνο µέσω καταστολής της έκφρασης των ενδογενών προνευρικών 
πρωτεΐνών, συνθήκη η οποία καταργείται στα πειράµατα ταυτόχρονης υπερέκφρασης 
καταστολέων και ενεργοποιητών. Άρα, η E(spl)m7 µπορεί να ανταγωνίζεται την 
ενεργοποιητική λειτουργία του Sc σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο και να καταστέλλει το EE4-
lacZ (α) χωρίς να είναι απαραίτητη η πρόσδεσή της στο DNA και (β) δρώντας απ’ ευθείας 
στον ΕΕ4 ενισχυτή (και όχι µειώνοντας τα επίπεδα των ενδογενών προνευρικών πρωτεϊνών). 
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Εικόνα 12: Εκτίµηση του προτύπου έκφρασης του ΕΕ4-lacZ (Α-∆, Ζ-Ι) και του γονιδίου ac (Ε, ΣΤ) σε αναπτυξιακούς δίσκους φτερού 3ου προνυµφικού σταδίου, υπό συνθήκες υπερέκφρασης 
διαφόρων bHLH πρωτεΐνών. Σε όλες τις περιπτώσεις η υπερέκφραση πραγµατοποιήθηκε στα όρια της περιοχής έκφρασης του γονιδίου pnr (χρωµατισµένη µε πράσινο, Α), στην οποία 
περικλείονται οι προνευρικοί συναθροισµοί που καταδεικνύονται από τις κεφαλές βελών. Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Sc ενεργοποιεί το ΕΕ4 ενισχυτή (Ζ), ενώ η υπερέκφραση των 
πρωτεΐνών Ε(spl)m7 και m7KNEQ τον καταστέλλει (Β, ∆), ακόµα και παρουσία εξωγενώς παρεχόµενης Sc (H, I). Αντίθετα, η πρωτεΐνη E(spl)mδ καταστέλλει σε µικρότερο βαθµό τον ΕΕ4, 
όταν υπερεκφράζεται µόνη της (Γ) και καθόλου όταν συνεκφράζεται µε την πρωτεΐνη Sc (∆). Είναι σηµαντικό το γεγονός ότι η υπερέκφραση της Ε(spl)m7 δεν επηρεάζει το γενικότερο πρότυπο 
έκφρασης των προνευρικών γονιδίων, όπως αποδεικνύεται από πειράµατα ανοσοιστοχηµικής χρώσης για τη πρωτεΐνη Ac (Ε, ΣΤ), παρά µόνο την συσσώρευσή τους σε µελλοντικά 
πρόδροµα νευρικά κύτταρα (σύγκριση του προνευρικού συναθροισµού που καταδεικνύεται από το λευκό βέλος στο ένθετο της ΣΤ, όπου υπερεκφράζεται η πρωτεΐνη E(spl)m7, µε τον 
αντίστοιχο αγρίου τύπου στο ένθετο της Ε).  



Αποτελέσµατα (Μέρος Α) 

 65

5.3 Η Ε(spl)m7 προσδένεται σε ΕΑ αλληλουχίες µέσω προνευρικών 
πρωτεΐνών. 

 Έχει αποδειχθεί ότι οι Ε(spl) πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν διαφορικά και επιλεκτικά µε 
προνευρικές πρωτεΐνες σε πειραµατικό σύστηµα δύο υβριδίων στο σακχαροµύκητα. Πιο 
συγκεκριµένα, η Ε(spl)m7 και mγ αλληλεπιδρούν µε τις πρωτεΐνες Ac, Sc και Da, σε αντίθεση 
µε τη πρωτεΐνη mδ, η οποία δεν αλληλεπιδρά µε καµµία από αυτές (Alifragis et al. 1997). Η 
διαφορά αυτή συσχετίστηκε µε τη διαφορά που παρουσιάζουν η Ε(spl)m7 και E(spl)mγ µε την 
Ε(spl)mδ στην καταστολή των ΕΕ4 και Τ5m ενισχυτών, όπως έχει ήδη περιγραφεί στο 
προηγούµενο τµήµα. Tέθηκε το ερώτηµα µε ποιο τρόπο η αλληλεπίδραση της Ε(spl)m7 µε τις 
προνευρικές πρωτεΐνες καθιστά δυνατή την κατασταλτική ικανότητά της, απουσία πρόσδεσης 
στο DNA. Είναι πιθανό οι E(spl) να αποµακρύνουν τα σύµπλοκα των προνευρικών 
ενεργοποιητών από τις αλληλουχίες στόχους τους. Εναλλακτικά, οι Ε(spl) πρωτεΐνες µπορεί 
να αποκτούν πρόσβαση στις αλληλουχίες-στόχους χρησιµοποιώντας τα ήδη προσδεδεµένα 
στο DNA προνευρικά σύµπλοκα.  

 Η διάκριση µεταξύ των δύο παραπάνω πιθανοτήτων έγινε µε τη βοήθεια της µεθόδου 
που είχε επινοηθεί από τους Jimenez και Ish-Horowitz (Jimenez και Ish-Horowitz,1997) για τη 
διερεύνηση του κατά πόσο ένας µεταγραφικός καταστολέας δρα προσδεδεµένος ή όχι στο 
DNA. H µέθοδος αυτή συνίσταται στη µετατροπή του υπό µελέτη µεταγραφικού καταστολέα σε 
µεταγραφικό ενεργοποιητή µε την αντικατάσταση της περιοχής που είναι υπεύθυνη για την 
καταστολή µε µία άλλη, ιικής προέλευσης και καλά χαρακτηρισµένη ως µεταγραφικά 
ενεργοποιητική περιοχή, επονοµαζόµενη VP16. Με αυτόν τον τρόπο, η νέα, χιµαιρική 
πρωτεΐνη θα µπορεί να ενεργοποιήσει την µεταγραφή, στην περίπτωση που αυτή 
προσδένεται έµµεσα ή άµεσα στο DNA. Σε αντίθετη περίπτωση, κατά την οποία η εν λόγω 
πρωτεΐνη απλά αποµακρύνει τους ενεργοποιητές, η παρουσία της VP16 περιοχής δε θα έχει 
καµµία επίδραση στο τελικό αποτέλεσµα της µεταγραφικής καταστολής (Εικ. 13 A). 

 Η υπερέκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης Ε(spl)m7VP16 σε αναπτυξιακούς δίσκους 
φτερού είχε ως συνέπεια την ενεργοποίηση του ΕΕ4 ενισχυτή, υποδηλώνοντας ότι η πρωτεΐνη 
είχε πρόσβαση στο DNA. Η πρόσβαση πιθανότατα δεν ήταν άµεση, καθώς η ενεργοποίηση 
που παρατηρήθηκε δεν ήταν οµοιόµορφη και καθολική, αλλά συσχετιζόταν µε το 
χαρακτηριστικό πρότυπο ενεργότητας των ενδογενών προνευρικών πρωτεΐνών (Εικ. 13 Β-Γ). 
Αυτό το πρότυπο ενεργοποίησης ήταν το πρώτο πειραµατικό δεδοµένο βάσει του οποίου 
σχηµατίστηκε η υπόθεση ότι οι προνευρικές πρωτεΐνες είναι υπεύθυνες για τη στρατολόγηση 
της E(spl)m7VP16 στο DNA. Προέκταση της υπόθεσης αυτής είναι ότι στο µηχανισµό αυτό η 
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ικανότητα αλληλεπίδρασης των (χιµαιρικών) Ε(spl) πρωτεΐνών µε τους προνευρικούς 
παράγοντες καθορίζει τη πρόσβασή τους στον ΕΕ4 ενισχυτή. Πράγµατι, η υπερέκφραση της 
Ε(spl)mδVP16 (Εικ. 13 ∆), η οποία όπως και η Ε(spl)mδ δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τις 
προνευρικές πρωτεΐνες, δεν προκάλεσε καµµία µεταβολή του προτύπου έκφρασης του 
ενισχυτή, επειδή πιθανότατα δεν έχει πρόσβαση στο DNA.  

 Τα παραπάνω συµπεράσµατα ελέγχθησαν περαιτέρω µε την εξέταση του προτύπου 

έκφρασης του ΕΕ4 ενισχυτή σε αναπτυξιακούς δίσκους που προέκυψαν από στελέχη sc10-1, 
τα οποία φέρουν µία χρωµοσοµική έλλειψη, που αφαιρεί το γονίδιο sc και ένα µεγάλο µέρος 
του γονιδίου ac. Σε αυτούς τους δίσκους, τα γονίδια ac και sc δεν εκφράζονται καθόλου και γι’ 
αυτό ο ΕΕ4 ενισχυτής είναι τελείως ανενεργός. Σε αυτό το γενετικό υπόβαθρο η Ε(spl)m7VP16 
είναι τελείως ανίκανη να ενεργοποιήσει την έκφραση του ενισχυτή (Εικ. 13 Ε, ΣΤ). Εάν όµως 
ταυτόχρονα µε την Ε(spl)m7VP16 υπερεκφραστεί και Sc (Εικ. 13 Θ) τότε η απόκριση του 
ενισχυτή ΕΕ4 γίνεται καθολική και οµοιόµορφη. Άρα, η διαθεσιµότητα και η χωρική κατανοµή 
των προνευρικών πρωτεΐνών είναι κρίσιµες παράµετροι για την ενεργοποιητική δράση της 
Ε(spl)m7VP16 στον ΕΕ4 ενισχυτή.  

 Εάν η E(spl)m7 στρατολογείται στον ενισχυτή µέσω πρωτεινικών αλληλεπιδράσεων 
µε τις προνευρικές πρωτεΐνες, τότε η πρόσδεσή της στο DNA και εποµένως η βασική της 
περιοχή είναι µη απαραίτητη. Η υπερέκφραση της Ε(spl)m7KNEQVP16, της µεταλλαγµένης 
µορφής της E(spl)m7VP16, οδήγησε σε ενεργοποίηση του ΕΕ4 ενισχυτή κατά πολύ παρόµοιο 
τρόπο µε τη Ε(spl)m7VP16 (Εικ. 14 A-Γ). Συνεπώς, η ικανότητα πρόσδεσης στο DNA δεν είναι 
απαραίτητη για την έµµεση πρόσβαση των Ε(spl) πρωτεΐνών στο DNA µέσω προνευρικών 
συµπλόκων, αν και πρέπει να σηµειωθεί ότι η ενεργοποίηση του ΕΕ4 από την 
Ε(spl)m7KNEQVP16 περιορίστηκε µόνο στους προνευρικούς συναθροισµούς του 
αναπτυξιακού δίσκου σε αντίθεση µε την επιπρόσθετη, εκτοπική ενεργοποίηση προκαλούµενη 
από την υπερέκφραση της Ε(spl)m7VP16 (Εικ. 14 Β, Γ). Το ίδιο ποιοτικά αποτέλεσµα 
παρατηρήθηκε µάλιστα όταν εξετάστηκε το ενδογενές πρότυπο έκφρασης του γονιδίου ac 
(Εικ. 14 Ζ-Θ). Η εκτοπική ενεργοποίηση του ac από την Ε(spl)m7VP16 πιθανότατα οφείλεται 
στην πρόσδεση της υπερεκφραζόµενης πρωτεΐνης σε ενισχυτές που περιέχουν ΕΒ/C θέσεις 

πρόσδεσης. Η εκτοπικά παραγόµενη πρωτεΐνη Ac (και Sc) µπορεί να χρησιµεύει για την 
προσέλκυση της χιµαιρικής πρωτεΐνης Ε(spl)m7VP16 και την περαιτέρω ενίσχυση της 
έκφρασής της. Πάντως, η ταυτόχρονη υπερέκφραση Sc και Ε(spl)m7KNEQVP16 προκάλεσε 
οµοιόµορφη και καθολική έκφραση του ΕΕ4 ενισχυτή, όπως ακριβώς και η ταυτόχρονη 
υπερέκφραση Sc και Ε(spl)m7VP16, ενισχύοντας έτσι το συµπέρασµα ότι η διαθεσιµότητα και 



Αποτελέσµατα (Μέρος Α) 

 67

η χωρική κατανοµή των προνευρικών συµπλόκων είναι απαραίτητες παράµετροι για τη 
προσέλκυση των Ε(spl) πρωτεΐνών, ανεξάρτητα από την ικανότητα των τελευταίων να 
προσδένονται στο DNA (Εικ. 14 ∆-ΣΤ). 

 ∆εδοµένου των διαφορών που παρατηρήθηκαν στον ΕΕ4 ενισχυτή, έπρεπε να 
πιστοποιηθεί η ενεργότητα των υπερεκφραζόµενων πρωτεϊνών σε έναν ενισχυτή, όπου 
στρατολογούνται µέσω DNA πρόσδεσης και στη ρύθµιση του οποίου οι προνευρικές 
πρωτεΐνες σε συµµετέχουν. Αυτός είναι ο GbeB1 συνθετικός ενισχυτής, ο οποίος αποτελείται 
από θέσειs πρόσδεσης για τον καθολικά εκφραζόµενο στους αναπτυξιακούς δίσκους του 
φτερού ενεργοποιητή Grainyhead (Grh), καθώς και από βέλτιστες θέσεις πρόσδεσης για τις 
Ε(spl) πρωτεΐνες (Jennings et al. 1999). Η καθολική και οµοιόµορφη ενεργοποίησή του σε 
συνθήκες υπερέκφρασης των Ε(spl)m7VP16 και Ε(spl)mδVP16 απέδειξε την ενεργότητα των 
δύο χιµαιρικών πρωτεΐνών, ενώ όπως αναµενόταν η Ε(spl)m7VP16KNEQ δεν µπόρεσε να τον 
ενεργοποιήσει. Το πρότυπο έκφρασης ενός ενισχυτή που επιτρέπει την άµεση πρόσβαση των 
χιµαιρικών ενεργοποιητών είναι σαφέστατα διαφορετικό από το πρότυπο έκφρασης του ΕΕ4 
και αποδεικνύει ότι η δραστικότητα της περιοχής VP16 δεν υπόκειται σε µετα-µεταφραστικές 
τροποποιήσεις. Κατ’ επέκταση η διαφορετική επίδραση των Ε(spl)m7VP16 και Ε(spl)mδVP16 
στον ΕΕ4 ενισχυτή οφείλεται στην διαφορετική ικανότητά τους να προσελκύονται στο DNA 
από τις προνευρικές πρωτεΐνες (Εικ. 15).  
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Εικόνα 13: Α) Η πειραµατική µέθοδος που ακολουθήθηκε βασίστηκε στην µετατροπή  των καταστολέων σε 
ενεργοποιητές. Εάν η µεταγραφική καταστολή είναι άµεση, τότε η µετατροπή τους σε ενεργοποιητές οδηγεί στην 
ενεργοποίηση της µεταγραφής (από Jimenez et al 1997). Β-∆) Η εκτοπική υπερέκφραση των γονιδίων 
πραγµατοποιήθηκε στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb. Η εκτοπική υπερέκφραση του διαγονιδίου 
E(spl)m7VP16 (Γ) προκαλεί ενεργοποίηση του ΕΕ4-lacZ σε προνευρικούς συναθροισµούς, όπου αυτό είναι ήδη 
ενεργό λόγω της έκφρασης των προνευρικών πρωτεΐνών (τα βέλη σε Β, που απεικονίζει αναπτυξιακούς δίσκους 
φτερού αγρίου τύπου, και Γ). Αντίθετα, η υπερέκφραση της Ε(spl)mδVP16 (∆) δεν έχει καµµία επίπτωση στο 
πρότυπο έκφρασης του ΕΕ4-lacZ. Ε-ΣΤ) Αναπτυξιακοί δίσκοι στελεχών sc10-1, στους οποίους η έλλειψη των 
προνευρικών γονιδίων sc και ac έχει ως αποτέλεσµα τη µη έκφραση του EE4-lacZ (Ε), ακόµα και σε συνθήκες 
υπερέκφρασης Ε(spl)m7VP16 (ΣΤ). Η-Θ) Η υπερέκφραση του sc ενεργοποιεί τον ΕΕ4-lacΖ, όπως αναµένεται, 
σχετικά οµοιόµορφα. Η συνέκφρασή του µε Ε(spl)m7VP16 προκαλεί εντονότερη και πιο οµοιόµορφη 
ενεργοποίηση του (Η-Θ). 
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Εικόνα 14: Α) Αγρίου τύπου πρότυπο έκφρασης ΕΕ4-lacZ Β-Γ) Η υπερέκφραση του E(spl)m7KNEQVP16 (Β) 
είναι έχει παρόµοια αποτελέσµατα µε την υπερέκφραση του E(spl)m7VP16 (Γ) στους προνευρικούς 
συναθροισµούς (κεφαλές βελών), ∆) Η υπερέκφραση του Sc στη περιοχή έκφρασης του γονιδίου pn ενεργοποιεί 
την έκφραση του EE4-lacZ, Ε-ΣΤ) Η συνυπερέκφραση του Sc µε E(spl)m7KNEQVP16 (ΣΤ) ή E(spl)m7VP16 (Ε) 
συνεπάγεται εντονότερη και πιο οµοιόµορφη ενεργοποίηση. Ζ) Αγρίου τύπου πρότυπο έκφρασης achaete, Η-Θ) 
Η υπερέκφραση του E(spl)m7VP16 (H) προκαλεί εκτοπική έκφραση του ac, όπως και του ΕΕ4-lacZ (B), το οποίο 
όµως δεν επιτυγχάνεται µε την υπερέκφραση του E(spl)m7KNEQVP16 (Θ). 
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Εικόνα 15: Απόκριση του GbeB1-lacZ σε διάφορα διαγονίδια: Α) Αγρίου τύπου έκφραση, Β-ΣΤ) Υπερέκφραση 
του Sc (B), E(spl)m7VP16 (Γ), E(spl)mδVP16 (∆), E(spl)mγVP16 (Ε), E(spl)m7KNEQVP16 (ΣΤ).  

5.4 Άµεση ή έµµεση πρόσδεση των πρωτεΐνών Ε(spl) σε γονίδια στόχους. 

 Είναι φανερό από τα παραπάνω ότι οι Ε(spl) πρωτεΐνες µπορούν και δρουν µε ένα 
νέο τρόπο στην καταστολή της έκφρασης γονιδίων στόχων, ο οποίος επιτυγχάνεται µε την 
προσέλκυση τους µέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων από προνευρικά σύµπλοκα, ήδη 
προσδεδεµένα στο DNA. Είναι όµως απαραίτητο να τονιστεί ότι ο νέος αυτός τρόπος δράσης 
των Ε(spl) δεν είναι ο µόνος. Έχει ήδη αναφερθεί η ικανότητά τους να προσδένονται σε 
συγκεκριµένες αλληλουχίες και να δρουν ως άµεσοι µεταγραφικοί καταστολείς µέσω της 
προσέλκυσης του συγκαταστολέα Groucho. Η ιδιότητά τους αυτή είναι άµεσα συνδεδεµένη µε 
το γεγονός ότι η βασική περιοχή των Ε(spl) πρωτεΐνών, που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεσή 
τους στο DNA είναι εξελικτικά συντηρηµένη. Ποιος είναι όµως εν τέλει ο τρόπος µε τον οποίο 
οι Ε(spl) πρωτεΐνες δρουν in vivo; Η ερώτηση αυτή προσεγγίστηκε µε την εξέταση της 
ικανότητας των διαφόρων χιµαιρικών Ε(spl)VP16 πρωτεΐνών να ενεργοποιήσουν  τα γονίδια 
που εµπλέκονται στην ανάπτυξη των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων, όπως αυτή 
απεικονίζεται από το πρότυπο των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα των 
ενήλικων ατόµων, αν αποτραπεί ο ένας από τους δύο τρόπους στρατολόγησής τους, δηλαδή η 
αλληλεπίδραση µε τις προνευρικές πρωτεΐνες.  

 Οι χιµαιρικές Ε(spl)VP16 πρωτεΐνες είχαν την ικανότητα να προάγουν τη ανάπτυξη 
εκτοπικών σµηρίγγων στο θώρακα ατόµων αγρίου τύπου (Εικ. 16 Γ-Ε), αφού η απευθείας 
δράση των Ε(spl)m7VP16 και Ε(spl)mδVP16 σε γονίδια-στόχους των προνευρικών γονιδίων 
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προκαλεί την δηµιουργία εκτοπικών σµηρίγγων ακόµα και στο θώρακα ενήλικων ατόµων   

sc10-1 (Εικ. 16 Γ', Ε'). Η δράση τους οφείλεται σε µεγάλο βαθµό στην ικανότητά τους να 
προσδένονται στο DNA, αφού η χιµαιρική πρωτεΐνη Ε(spl)m7KNEQVP16, που µπορεί να δρα 
µόνο µέσω πρωτεινικών αλληλεπιδράσεων, είναι λιγότερο αποτελεσµατική από την 
Ε(spl)m7VP16 σε αγρίου τύπου γενετικό υπόβαθρο και τελείως ανενεργή όταν εκλείπει η 
ενεργότητα των προνευρικών γονιδίων (Εικ. 16 Γ-Γ', ∆-∆''). Πρέπει όµως να τονιστεί η 
συνέργεια µεταξύ E(spl)m7VP16 και προνευρικών, καθώς η συγκεκριµένη πρωτεΐνη είναι πιο 
ενεργή από την Ε(spl)mδVP16  (Εικ. 16 Γ-Γ', E-E').  

 

Εικόνα 16: Επίδραση της υπερέκφρασης διάφορων χιµαιρικών E(spl)VP16 πρωτεΐνών στο πρότυπο των 
εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα ενήλικων ατόµων, σε αγρίου τύπου γενετικό υπόστρωµα (Α-Ε) ή 
υπό συνθήκες έλλειψης των ενδογενών ac και sc ( σε sc10-1 άτοµα) (A'-E'). Α-Α') Καµµία υπερέκφραση Β-Β') 
Υπερέκφραση Sc Γ-Γ') Υπερέκφραση E(spl)m7VP16, ∆-∆') Υπερέκφραση E(spl)m7KNEQVP16, E-E') 
Υπερέκφραση E(spl)mδVP16. 
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5.5 Η καταστολή της µεταγραφής από την Ε(spl)m7 απαιτεί τον 
συγκαταστολέα Groucho. 

 Όπως ήδη αναφέρθηκε, είναι έως τώρα γνωστό ότι οι Ε(spl) πρωτεΐνες 
αλληλεπιδρούν µε το συγκαταστολέα Groucho για να καταστείλουν τη µεταγραφή γονιδίων 
στόχων. Υπάρχει όµως η πιθανότητα ο µηχανισµός καταστολής από τη Ε(spl)m7, όταν αυτή 
προσελκύεται από τα προνευρικά σύµπλοκα, να είναι διαφορετικός. Πιο συγκεκριµένα, έιναι 
πιθανό η αλληλεπίδραση µεταξύ των ενεργοποιητών και του καταστολέα να αποκλείει την 
αλληλεπίδραση της ενεργοποιητικής περιοχής των πρώτων µε τη βασική µεταγραφική µηχανή 
και να καταργεί τη δράση της. Αντιθέτως, εάν η απαίτηση για το συγκαταστολέα Groucho 
εξακολουθεί να υφίσταται τότε η έµµεση πρόσβαση των Ε(spl) πρωτεΐνών σε αλληλουχίες 
στόχους θα έχει τον ίδιο τρόπο ενεργού καταστολής µε τις περιπτώσεις όπου οι Ε(spl) 
πρωτεΐνες έχουν άµεση πρόσδεση στο DNA. 

 Η απαίτηση για την πρωτεΐνη Groucho εξακριβώθηκε µε πολλαπλούς τρόπους (Εικ. 
17). Ένας από αυτούς ήταν η επαγωγή µιτωτικών κλώνων κυττάρων, οµόζυγων για ένα 

µεταλλαγµένο αλληλόµορφο πλήρους έλλειψης λειτουργίας του γονιδίου groucho, το groE48, σε 
περιοχές του αναπτυξιακού δίσκου του φτερού, όπου υπερεκφράστηκαν ταυτόχρονα οι 
πρωτεΐνες Sc και Ε(spl)m7. Εφόσον είναι γνωστό ότι η παραπάνω συνθήκες υπερέκφρασης 
έχουν ως αποτέλεσµα την καταστολή του ΕΕ4-lacZ, λόγω της προσέλκυσης του καταστολέα 
στα προνευρικά σύµπλοκα, ο απώτερος σκοπός ήταν να συγκριθεί η απόκριση του ΕΕ4 
ενισχυτή µέσα στους µιτωτικούς κλώνους µε περιοχές ενός δίσκου, στις οποίες η ενεργότητα 
του γονιδίου groucho είναι παρούσα. Πράγµατι, παρατηρήθηκε έντονη αποκαταστολή του 
ΕΕ4 ενισχυτή µέσα σε µιτωτικούς κλώνους, το οποίο συνεπάγεται ότι οι Ε(spl) πρωτεΐνες 
επιστρατεύουν την Groucho πρωτεΐνη για την κατασταλτική τους λειτουργία, ακόµη και όταν 
στρατολογούνται µέσω διαπρωτεινικών αλληλεπιδράσεων, όπως στην περίπτωση του EE4-
lacZ (Εικ. 17 Α-Α'', Β). Παροµοίως, η επαγωγή µιτωτικών κλώνων µε έλλειψη λειτουργίας 
groucho όχι µόνο αποτρέπει την καταστολή σµηρίγγων που έχει επιβάλλει η E(spl)m7 αλλά 
επιπλέον παράγονται τούφες εκτοπικών σµηρίγγων υποδηλώνοντας αποτροπή της πλευρικής 
αναστολής (Εικ. 17 Γ, ∆). Επίσης, υπερέκφραση της Ε(spl)m7∆W, µιας µεταλλαγµένης 
µορφής της Ε(spl)m7, ανίκανης να αλληλεπιδράσει µε Groucho, δεν έχει καµµία επίδραση είτε 
στην ενεργότητα του ΕΕ4-lacZ (Εικ. 17 Ε - Ζ) είτε στο πρότυπο των εξωτερικών αισθητηρίων 
οργάνων.  

 Το συµπέρασµα που εξάγεται είναι ότι η πρωτεΐνη Groucho είναι πάντα απαραίτητη 
για την κατασταλτική δράση της Ε(spl)m7 πρωτεΐνης, ανεξάρτητα µε τον τρόπο µε τον οποίο η 

Α Α' Α'' 
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τελευταία στρατολογείται στον ενισχυτή. Επιβεβαιώνει µάλιστα ότι οι Ε(spl) πρωτεΐνες ποτέ δε 
δρουν µέσω της αποµάκρυνσης των ενεργοποιητών από το DNA, αφού ένας τέτοιος τρόπος 
δράσης θα καταστούσε το συγκαταστολέα Groucho περιττό. 

 

Εικόνα 17: Α-Α'') Σε γενετικό υπόβαθρο υπερέκφρασης sc και E(spl)m7 και κλώνους κυττάρων, οµόζυγων για τη 
µεταλλαγή έλλειψης λειτουργίας groE48, αρνητικά χρωµατισµένων για τη παρουσία του αντιγόνου myc (η οποία 
µαρτυρά µε την ύπαρξη φυσιολογικού αλληλόµορφου groucho) η έντονη κόκκινη χρώση αντανακλά την 
αποκαταστολή του ΕΕ4-lacZ. Β) Η καταστολή του ΕΕ4-lacZ στο συγκεκριµένο σύστηµα δεν είναι άλλωστε 
πλήρης από τη συνυπερέκφραση Sc και E(spl)m7 (επίσης βέλη στο Α' και Α''). Γ-∆) Σε θώρακες ενήλικων ατόµων 
που φέρουν κλώνους κυττάρων µε έλλειψη groucho, αναπτύσσονται θύσσανοι από σµήριγγες, 
αντιπροσωπεύοντας την κατάρρευση της πλευρικής αναστολής, ακόµα και όταν υπερεκφράζεται E(spl)m7 στη 
περιοχή του γονιδίου apterous (∆). Ε-Ζ) Η υπερέκφραση του E(spl)m7∆W (στη περιοχή του γονιδίου pnr), έιτε 
µόνο του (Ε) είτε µαζί µε Sc (ΣΤ) δεν έχει καµµία επίδραση στο πρότυπο του ΕΕ4-lacZ (σύγριση του Ε µε αγρίου 
τύπου πρότυπο έκφρασης της Εικόνας 4Α και του ΣΤ µε Ζ, που αντιστοιχεί σε συνυπερέκφραση Sc και 
E(spl)m7).  
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5.6 Ταυτοποίηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των πρωτεΐνών Sc και 
E(spl)m7. 

 Η χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεΐνών επιτεύχθηκε 
αρχικά µε την µέθοδο αλληλεπίδρασης των δύο υβριδίων στο µύκητα Saccharomyces 
cerreviciae. Πιο συγκεκριµένα, τµήµατα των δύο γονιδίων συντήχθηκαν είτε µε την LexA 
ετερόλογη περιοχή πρόσδεσης στο DNA είτε µε την Β42 ετερόλογη περιοχή ενεργοποίησης 
της µεταγραφής. Η πλήρης σειρά των αλληλεπιδράσεων φαίνεται στον Πίν. 3. Η πλήρους 
έκτασης συντηγµένη πρωτεΐνη B42-Scute αλληλεπιδρά µε όλες τις LexA υβριδικές µορφές της 
Ε(spl)m7, που ταυτόχρονα συµπεριλάµβαναν την Ν-τελική περιοχή της. Αντιστρόφως, οι 
αµινοτελικές περιοχές της E(spl)m7 αλληλεπιδρούσαν µε τις υβριδικές µορφές της Sc που 
εµπεριείχαν την καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης. Συµπερασµατικά, τα τελευταία 25 
αµινοξέα της πρωτεΐνης Sc και τα 80 αµινοτελικά αµινοξέα της πρωτεΐνης E(spl)m7 συνιστούν 
τις ελάχιστες απαιτούµενες περιοχές για την µεταξύ τους αλληλεπίδραση (Εικ. 18 Α).  

 Η αλληλεπίδραση των δύο πρωτεΐνών και των επιµέρους περιοχών τους 
επιβεβαιώθηκε µε πειράµατα αλληλεπίδρασης in vitro. Η πρωτεΐνη E(spl)m7 ή τµήµατα αυτής 
υπερεκφράστηκαν ως GST πρωτεΐνες σε βακτήρια και µετά τον καθαρισµό τους 
χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα για την πρόσδεση ραδιοσηµασµένης πρωτεΐνης Sc, που 
παρήχθη µε in vitro µεταγραφή και µετάφραση χρησιµοποιώντας λύµα δικτυοκύτταρων 
κουνελιού. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Sc κατακρατείται µόνο από τµήµατα της 
πρωτεΐνης E(spl)m7 που συµπεριλαµβάνουν την αµινοτελική bHLH περιοχή της (Εικ. 18 B). 
Πρέπει να σηµειωθεί ότι το παραπάνω πείραµα όχι µόνο επιβεβαίωσε την αλληλεπίδραση 
των προαναφερόµενων περιοχών των πρωτεΐνών αλλά περαιτέρω υποδεικνύει ότι η 
αλληλεπίδραση αυτή είναι κατά πάσα πιθανότητα άµεση. Το συµπέρασµα της άµεσης 
αλληλεπίδρασης ενισχύεται και από την αλληλεπίδραση των πρωτεΐνών Da/Sc/E(spl)m7, 
συµµεταφρασµένων in vitro, για το σχηµατισµό ενός ολιγοµερούςς πρωτεινικού συµπλέγµατος 
πάνω σε ακινητοποιηµένο ΕΑ ολιγονουκλεοτίδιο (αποτελέσµατα Κωστή Κουµπανάκη από 
Giagtzoglou et al 2004, υποβεβληµένο για δηµοσίευση).  
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Πίνακας 3: Αλληλεπιδράσεις διαφόρων τµηµάτων των Sc και E(spl)m7 σε σύστηµα δύο υβριδίων στο 
ζαχαροµύκητα. Οι αριθµοί αντιστοιχούν σε αµινοξέα της αντίστοιχης πρωτεινικής ακολουθίας. Όλες οι 
αλληλεπιδράσεις εκτιµήθηκαν ποιοτικά µε βάση το χρώµα που αναπτυσσόταν σε στερεές καλλιέργειες 24 ωρών 
σε θρεπτικό µέσο που περιείχε X-gal, ως υπόστρωµα της lacZ. + +: έντονο χρώµα - δυνατή αλληλεπίδραση, + : 
λιγότερο έντονο χρώµα - ασθενής αλληλεπίδραση, -: καθόλου χρώµα - καθόλου αλληλεπίδραση, ∆.Ε.: δεν 
εξετάστηκε, FL: πλήρους έκτασης. Ως αλληλεπιδράσεις ελέγχου θεωρήθηκαν οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ του  
Groucho, που είναι συζευγµένο µε την ενεργοποιητική περιοχή VP16, αντί της Β42 (Alifragis et al 1997), και των 
καρβοξυτελικών κοµµατιών του E(spl)m7 (Paroush et al., 1994) και οι αλληλεπιδράσεις των bHLH περιοχών της 
Sc µε τη bHLH (551-710) περιοχή της Da (Murre et al 1989). Αν και οι περιοχές Ε(spl)m7 1-80 και Sc 321-345 
είναι οι ελάχιστες περιοχές αλληλεπίδρασης µεταξύ των δύο πρωτεΐνών, η µεταξύ τους αλληλεπίδραση δεν 
ανιχνεύεται (#), πιθανότατα λόγω των χαµηλών επιπέδων έκφρασής τους ή της αστάθειάς των δύο επιµέρους 
συντηγµένων πρωτεϊνών .  

  LexA 

B42     

Πλασµιδιακός 
φορέας 

m7 1-
186 
(FL) 

m7 
1-
137 

m7 
1-
80 

* 

m7 
61-
186 

m7 
81-
186 

m7 
121-
186 

Da 
551-
710 

Πλασµιδιακός 
φορέας 

∆.Ε. - - - - - - - 

Sc 1-345 (FL) - + + + + + + - - - + + 

Sc 1-320 - + - - + - - + + 

Sc 1-260 - + - - + + - + + 

Sc 164-345 - + + + + + - - - - 

Sc 261-345 - + + + + + - - - - 

Sc 291-345 - +  + + + + - - - - 

Sc 321-345* - + + + - # - - - - 

Gro-VP16 - + + - - + + + + + + ∆.Ε. 
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Εικόνα 18: Α) Σχεδιάγραµµα αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διαφόρων τµηµάτων των πρωτεΐνών Sc και E(spl)m7, 
βασισµένο στην εξέτασή τους στο σύστηµα δύο υβριδίων (Πίν. 3). Οι συνεχείς γραµµές αντιστοιχούν στα 
τµήµατα των πρωτεΐνών που αλληλεπιδρούν θετικά, ενώ οι διακεκοµένες γραµµές αντιστοιχούν στα τµήµατα των 
πρωτεΐνών που δεν αλληλεπιδρούν καθόλου. Οι αριθµοί αντιστοιχούν στα αµινοξικά κατάλοιπα της πρωτεΐνης. 
Τα παραλληλόγραµµα µε σκούρο χρώµα αντιστοιχούν στις bHLH περιοχές των πρωτεΐνών, ενώ αυτά µε ανοιχτό 
γκρι χρώµα αντιστοιχούν στο όξινο καρβοξυτελικό τµήµα της πρωτεΐνης Sc και στην περιοχή Orange της 
E(spl)m7, Β) SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση των αντιδράσεων αλληλεπίδρασης µεταξύ GST - πρωτεινικών 
τµηµάτων της E(spl)m7 και ραδιοσηµασµένης, in vitro µεταφρασµένης Sc. Μόνο τα αµινοτελικά κοµµάτια της 
E(spl)m7 αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη Sc. i: 1/5 της αντίδρασης της in vitro µετάφρασης, ως δείγµα αναφοράς, 
G: GST πρωτεΐνη , ως αρνητικό δείγµα ελέγχου.  
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5.7 Το καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης Scute είναι περιοχή 
ενεργοποίησης της µεταγραφής. 

 Η σύγκριση της αλληλουχίας της καρβοξυτελικής περιοχής της πρωτεΐνης Scute µε 
πρωτεΐνες µέλη του Achaete-Sscute συναθροισµού καθώς και µε οµόλογες πρωτεΐνες 
προερχόµενες από άλλα είδη αποκάλυψε ότι είναι συντηρηµένη εξελικτικά σε µεγάλο βαθµό 
(Εικ. 19 Α). Ιδιαίτερα η παρουσία έξι όξινων αµινοξέων υποδηλώνει ότι η περιοχή αυτή µπορεί 
να αποτελεί περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής. Για τη διερέυνηση αυτής της  
πιθανότητας, η πρωτεΐνη Sc και τµήµατα αυτής συντήχθησαν µε την ετερόλογη GAL4 περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA µε σκοπό να εξεταστεί η ικανότητά των χιµαιρικών µορίων να 
ενεργοποιήσουν την έκφραση του γονιδίου ανταποκριτή της λουσιφεράσης, όταν αυτή 
ελέγχεται από τον ελάχιστο υποκινητή του γονιδίου της κινάσης της θυµιδίνης συνδεδεµέµο µε 
GAL4 θέσεις πρόσδεσης, σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης S2 κυττάρων. 

 Όλα τα χιµαιρικά µόρια που περιέχουν τα 25 καρβοξυτελικά αµινοξέα της πρωτεΐνης 
Scute (αµινοξικά κατάλοιπα 321-345) ενεργοποιούν την έκφραση του γονιδίου 
ανταποκριτήαναφοράς (Εικ. 19 Β). Το πιο ενεργό είναι µάλιστα το µικρό σε µέγεθος 
καρβοξυτελικό τµήµα της Sc, το οποίο ενεργοποίησε την έκφραση της λουσιφεράσης έως και 
68 φορές περισσότερο από τα βασικά επίπεδα δραστικότητας. Όποια µόρια δε περιείχαν την 
περιοχή αυτή, συµπεριλαµβανοµένου και του σχεδόν πλήρους µήκους µορίου Scute1-320, δεν 
µπόρεσαν να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή του γονιδίου αναφοράς,, αν και αποδεδειγµένα 
εκφράζονται, αφού λύµατα των κυττάρων αυτών επιδεικνύουν δραστικότητα πρόσδεσης σε 
UAS ολιγονουκλεοτίδιο σε πειράµατα υστέρησης ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 
(αποτελέσµατα Κωστή Κουµπανάκη από Giagtzoglou et al 2004, υποβεβληµένο για 
δηµοσίευση). Άρα, τα 25 αµινοξέα της καρβοξυτελικής περιοχής της πρωτεΐνης Sc αποτελούν, 
πιθανότατα τη µόνη, την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής. 



Αποτελέσµατα (Μέρος Α) 

 78

 

Εικόνα 19: Α) Πολλαπλή στοίχιση (µε χρήση του προγράµµατος ClustalW 1.5) των καρβοξυτελικών πρωτεινικών 
αλληλουχιών των διαφόρων οµόλογων προνευρικών πρωτεΐνών (στις παρενθέσεις βρίσκονται οι αριθµοί 
πρόσβασης από τη βάση δεδοµένων) από τα ακόλουθα δίπτερα: Drosophila melanogaster (D.m.) [P10084, 
P09774, P10083], Calliphora vicina (C.v.) [AAL32067, AAL32066], Ceratitis capitata (C.c.) [AAF66944], Anopheles 
gambiae (A.g.) [AAK97461], από άλλα έντοµα: Junonia coenia (J.c.) [AAC24714] και Tribolium castaneum (T.c.) 
[AAQ23386], από την αράχνη Cupiennius salei (C.s.) [CSA309490, CAC27517] και το µυριάποδο 
Archispirostreptus. sp. (A. sp.) [CAD60436], καθώς και από τα ακόλουθα σπονδυλωτά: Takifugu rubripes (T.r.) 
[AAB88278], Danio rerio (D.r.) [NP_571294, NP_571306], Xenopus laevis (X.l.) [Q06234, AAK14425], Gallus 
gallus (G.g.) [I51382, AAC60096] και Mus musculus (M.m.) [BC055748, O35885]. Με κίτρινο φόντο σηµειώνονται 
τα αµινοξικά κατάλοιπα που είναι παρόµοια σε όλα τα είδη, µε µπλε φόντο σηµειώνονται τα αµινοξικά κατάλοιπα 
που είναι παρόµοια στα έντοµα και µε γκρι φόντο σηµειώνονται αυτά που είναι παρόµοια στα σπονδυλωτά. Με 
κόκκινο χρώµα  σηµειώνονται τα κατάλοιπα που είναι όξινα. B) Κλίµακα ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς 
UAS-tk-luc, µε µονάδα βάσης την ενεργοποίηση του κενού πλασµιδιακού φορέα, από αυξανόµενες ποσότητες 
(20, 50,100 and 200ng ανά αντίδραση διαµόλυνσης) των επιδεικνυόµενων Gal4Sc και Gal4VP16 χιµαιρικών 
µορίων. 
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5.8 Η περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής της πρωτεΐνης Sc 
καταστέλλεται από τις πρωτεΐνες Ε(spl). 

 Η στρατολόγηση των Ε(spl) πρωτεΐνών από τις προνευρικές πρωτεΐνες in vivo και η 
επακόλουθη καταστολή γονιδίων στόχων θα µπορούσε να πραγµατοποιείται µέσω της 
αλληλεπίδρασης τους µε την περιοχή ενεργοποίησης Sc. Προς επιβεβαίωση της παραπάνω 
υπόθεσης, εξετάστηκε η επίδραση της Ε(spl)m7 πρωτεΐνης στην ενεργοποίηση του γονιδίου 
αναφοράς της λουσιφεράσης από χιµαιρικά µόρια GAL4Sc1-345 και GAL4Sc321-345 σε 
πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης S2 κυττάρων.  

 Όπως αναµενόταν, η E(spl)m7 κατέστειλε πλήρως την ενεργοποίηση του γονιδίου 
ανταποκριτή από τα χιµαιρικά µόρια GAL4Sc1-345 και GAL4Sc321-345, επαναφέροντάς την στα 
βασικά επίπεδα. Η καταστολή ήταν δραµατική σε όλες τις περιπτώσεις. Αντίθετα, ως αρνητικό 
δείγµα ελέγχου, καταστολή δεν παρατηρήθηκε όταν η έκφραση του γονιδίου αναφοράς 
ενεργοποιήθηκε (περίπου 1240 φορές παραπάνω από τα βασικά επίπεδα έκφρασης) από το 
χιµαιρικό µόριο GAL4VP16 (Εικ. 20 Α). 

 Η καταστολή του γονιδίου αναφοράς επιτεύχθηκε ακόµα και όταν τα S2 κύτταρα 
διαµολύνθηκαν µε τη µεταλλαγµένη µορφή της Ε(spl)m7, την E(spl)m7KNEQ, που ως γνωστόν 
δεν έχει ικανότητα πρόσδεσης στο DNA τόσο in vivo όσο και in vitro, αλλά µπορεί να 
αλληλεπιδάσει µε την πρωτεΐνη Sc (Εικ. 20 Α). Αντίθετα, η πρωτεΐνη Ε(spl)mδ, η οποία, ενώ 
έχει ακέραια την bHLH περιοχή της και άρα µπορεί να προσδεθεί στο DNA, δεν µπορεί να 
αλληλεπιδράσει µε πρωτεΐνη Sc, δεν είναι ικανή να καταστείλλει την έκφραση του γονιδίου 
αναφοράς, παρά µόνο ασθενώς, όταν χρησιµοποιούνται σηµαντικές ποσότητες του ανάλογου 
πλασµιδίου έκφρασης για τη διαµόλυνση των κυττάρων (Εικ. 20 Α). Είναι µάλιστα 
χαρακτηριστικό τα γεγονός ότι, όπως και η Ε(spl)mδ, οι Ε(spl)m8 και m5 πρωτεΐνες, οι οποίες 
έχουν δειχθεί ότι δεν αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη Sc σε σύστηµα δύο υβριδίων στο 
σακχαροµύκητα επίσης δεν είναι ικανές να καταστείλουν την ένεργοποίηση του γονιδίου 
αναφοράς. Αντίθετα, οι πρωτεΐνες E(spl)m3, mγ και mβ δρουν παρόµοια µε την Ε(spl)m7 
(αποτελέσµατα John Fullard από Giagtzoglou et al 2004, υποβεβληµένο για δηµοσίευση) (Εικ. 
20 Β). Η κατηγοριοποίηση των Ε(spl) πρωτεΐνών βάσει των αλληλεπιδράσεών τους µε τη 
πρωτεΐνη Sc (Alifragis et al 1997) επιβεβαιώνεται µε βάση την δραστικότητά τους, τονίζοντας 
µε αυτόν τον τρόπο την αλληλεξάρτηση µεταξύ των δύο ιδιοτήτων τους. 

 Εφ’όσον η αλληλεπίδραση της Ε(spl)m7 µε την περιοχή ενεργοποίησης της Sc είναι 
υπεύθυνη για την έµµεση πρόσδεσή της στο DNA τότε η (προαναφερθείσα) χιµαιρική 
πρωτεΐνη Ε(spl)m7VP16 θα έπρεπε να είναι ικανή να αυξήσει την ενεργοποίηση του γονιδίου 
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αναφοράς της λουσιφεράσης, όταν συνεκφράζεται µε τις GAL4Sc1-345 και GAL4Sc321-345 
πρωτεΐνες σε S2 κύτταρα διαµολυσµένα µε τα ανάλογα πλασµίδια έκφρασης. Η ενεργοποίηση 
του γονιδίου αναφοράς που πραγµατικά παρατηρήθηκε ουσιαστικά έχει πολλαπλασιαστεί και 
σηµαντικότερα, είναι απόλυτα εξαρτήµενη από την παρουσία των «αρχικών» ενεργοποιητών 
GAL4Sc1-345 και GAL4Sc321-345 (Εικόνα 20 Γ). Πρέπει λοιπόν να τονιστεί ότι οι Ε(spl) 
πρωτεΐνες δεν αλληλεπιδρούν µε την GAL4 περιοχή των χιµαιρικών µορίων. Η πρωτεΐνη 
GAL4Sc1-320 δεν µπορεί να προσελκύσει την Ε(spl) m7VP16 και να ενεργοποιήσει τη 
µεταγραφή της λουσιφεράσης (Εικόνα 20 Γ). Η καταστολή που παρατηρήθηκε στα 
προηγούµενα πειράµατα δεν µπορεί να βασιστεί σε µία τέτοια υποτιθέµενη αλληλεπίδραση 
που µπορεί να συνεπαγόταν την ελάττωση της ικανότητας πρόσδεσης των GALSc χιµαιρικών 
µορίων σε UAS αλληλουχίες. Για την περαιτέρω επιβεβαίωση της υπόθεσης αυτής, 
διεξήχθησαν πειράµατα υστέρησης ηλεκτροφορητικής κινητικότητας µε λύµατα από S2 
κύτταρα, όπου ανιχνεύτηκε δραστικότητα πρόσδεσης των χιµαιρικών µορίων Gal4Sc(321-
345) σε ραδιοσηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο, ενώ συνεκφράζονται µε Ε(spl)m7 (αποτελέσµατα 
Κουµπανάκη Κωστή από Giagtzoglou et al 2004, υποβεβληµένο για δηµοσίευση).  
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Εικόνα 20: Α) Επίδραση των Ε(spl)m7, Ε(spl)m7KNEQ και Ε(spl)mδ στην κλίµακα ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς UAS-tk-luc από τον κενό Gal4 πλασµιδιακό φορέα (Gal4D) ή τις πρωτεΐνες 
Gal4Sc1-345, GAL4Sc321-345 και Gal4VP16, B) Ποσοστικοποιηµένη % επίδραση των διάφορων Ε(spl) πρωτεΐνών στην  ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς από Gal4Sc321-345 (100% ενεργοποίηση), Γ) 
Επίδραση του Ε(spl)m7VP16 στην κλίµακα ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς από το κενό Gal4 πλασµιδιακό φορέα ή από τις πρωτεΐνες Gal4Sc1-345, Gal4Sc321-345 και Gal4Sc1-320. 
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5.9 Εξέταση µεταλλαγµένων µορφών της πρωτεΐνης Ε(spl)m7. Ρόλος της 
Orange περιοχής και εξάρτηση της κατασταλτικής λειτουργίας από 
την πρωτεΐνη Groucho.  

 Στο παραπάνω σύστηµα εξετάστηκαν η επίδραση µεταλλαγµένων µορφών της 
E(spl)m7 στην ενεργοποίηση της µεταγραφής από την πρωτεΐνη Sc και συνκρίθηκαν µε αυτή 
του αγρίου τύπου µορίου, ώστε να εκτιµηθεί ο ρόλος των διαφόρων περιοχών της πρωτεΐνης.  

 Αρχικά, µεταλλάχθησαν αµινοξέα που βρίσκονται στην περιοχή Orange, συντηρηµένα 
µεταξύ των πρωτεΐνών E(spl)m7 και E(spl)m8, των δύο πρωτεΐνών που εκφράζονται 
περισσότερο από όλες τις άλλες στα κύτταρα του προνευρικού συναθροισµού (Εικόνα 21 Α). 
Τα αµινοξέα αυτά είναι στην πρώτη περίπτωση το αµινοξύ S95>A, στη δεύτερη περίπτωση τα 
T114>N και H115>Q και στην τρίτη περίπτωση τα Ν92>Τ και Ε93>Κ. Σε όλες τις περιπτώσεις 
οι παραπάνω µεταλλαγές δεν είχαν καµµία επίδραση στην κατασταλτική λειτουργία της 
E(spl)m7 πρωτεΐνης. Αντίθετα, όταν όλη η περιοχή Orange αφαιρέθηκε από το µόριο, η 
κατασταλτική ιδιότητα της πρωτεΐνης E(spl)m7 µειώθηκε σε ιδιαίτερα σηµαντικό βαθµό. Το 
µόριο αυτό ποτέ δεν ανιχνεύθηκε ανοσολογικά σε πειράµατα ανάλυσης Western από 
εκχυλίσµατα διαµολυσµένων S2 κυττάρων, καθιστώντας το αποτέλεσµα της δραµατικής 
µείωσης της δραστικότητας της µεταλλαγµένης E(spl)m7 πρωτεΐνης ανίσχυρο. 

 Μία άλλη µεταλλαγµένη µορφή της E(spl)m7 πρωτεΐνης που εξετάστηκε είναι αυτή 
στην οποία έχει αποµακρυνθεί το τελικό καρβοξυτελικό αµινοξύ της (Εικόνα 21 Β). Με αυτόν 
τον τρόπο, η E(spl)m7 δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει µε το συγκαταστολέα Groucho και κατ’ 
επέκταση να καταστείλει τη διαδικασία της νευρογένεσης (Paroush et al 1994) ή την έκφραση 
ενός γονιδίου αναφοράς, ενεργοποιηµένο από την πρωτεΐνη Sc, όπως έχει ήδη περιγραφεί 
παραπάνω. Πράγµατι, όπως αναµενόταν, η κατασταλτική λειτουργία της E(spl)m7 πρωτεΐνης 
εκµηδενίζεται υπό αυτές τις προϋποθέσεις, όταν καλείται να ανταγωνιστεί τη λειτουργία του 
χιµαιρικού µορίου GAL4Sc1-345 σε S2 κύτταρα. Είναι όµως αξιοπρόσεκτο το γεγονός ότι όταν 
στο ίδιο σύστηµα συνεκφράζονται η E(spl)m7∆W και η GAL4Sc321-345, εξακολουθεί να 
παρατηρείται καταστολή του γονιδίου αναφοράς, αν και αυτή είναι αρκετά µικρότερη σε 
έκταση σε σύγκριση µε την αγρίου τύπου E(spl)m7 πρωτεΐνη. 
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Εικόνα 21: Α) Επίδραση σηµειακών µεταλλαγών στην περιοχή Orange ή της έλλειψης όλης της περιοχής της πρωτεΐνης E(spl)m7 στην κατασταλτική της λειτουργία. Β) Σύγκριση της κατασταλτικής 
λειτουργίας της wt (αγρίου τύπου) E(spl)m7 και της E(spl)m7∆W (∆W), η οποία δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει µε Groucho.Γ) Η πρωτεινική αλληλουχία της πρωτεΐνης E(spl)m7, όπου απεικονίζονται µε 
κόκκινο τα αµινοξικά κατάλοιπα που µεταλλάχθησαν στα πλαίσια αυτής της εργασίας. Με τονισµένα γράµµατα φαίνεται η περιοχή που απαλείφθηκε στην πρωτεΐνη E(spl)m7∆orange. Η περιοχή Orange 
αρχίζει από Q80 και τελειώνει στη Q125.  
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 Για τη αναλυτικότερη διερεύνηση του ρόλου των επιµέρους περιοχών της πρωτεΐνης 
Ε(spl)m7 δηµιουργήθηκαν κατάλληλα διαγονιδιακά στελέχη Drosophila για την υπερέκφραση 
πρωτεϊνών, οι οποίες αποτελούνται είτε µόνο από το αµινοτελικό τµήµα της E(spl)m7, µέχρι το 
τέλος της bHLH περιοχής είτε από το καρβοξυτελικό τµήµα της πρωτεΐνης,αρχίζοντας από την 
Orange περιοχή, συντηγµένα το καθένα µε την ενεργοποιητική περιοχή VP16 
[Ε(spl)m7bHLHVP16 και Ε(spl)m7OrangeVP16 αντίστοιχα]. Η δράση των διαγονιδίων 
εκτιµήθηκε µε τα γονίδια αναταποκριτές GbeBI-lacZ και ΕΕ4-lacZ. Η υπερέκφραση της 
Ε(spl)m7OrangeVP16 δεν ενεργοποιεί κανένα από τα παραπάνω καθώς δεν µπορεί να 
προσδεθεί στο DNA  ή να αλληλεπιδράσει µε τις ενδογενείς προνευρικές πρωτεΐνες (µη 
επιδεικνυόµενα αποτελέσµατα). Ωστόσο, στην Εικ. 22 φαίνεται ότι ούτε η Ε(spl)m7bHLHVP16 
δεν µπορεί να ενεργοποιήσει τον EE4 ενισχυτή όπως η αγρίου τύπου Ε(spl)m7VP16, αν και – 
σύµφωνα µε τα παραπάνω αποτελέσµατα - συνίσταται από το τµήµα της πρωτεΐνης που 
αλληλεπιδρά µε τις προνευρικές πρωτεΐνες και ταυτόχρονα παρουσιάζει δραστικότητα 
πρόσδεσης στο DNA, αφού είναι ικανή να ενεργοποιήσει το GbeBI-lacZ. Η παρατήρηση αυτή 
επιβεβαιώνει τη σηµασία της Orange περιοχής υποστηρίζοντας τα αποτελέσµατα των 
πειραµάτων παροδικής διαµόλυνσης και συνεπάγεται ότι η περιοχή Orange είναι απαραίτητη 
για τη δράση της Ε(spl)m7VP16, και κατ’ επέκταση της Ε(spl)m7, in vivo. 

 

Εικόνα 22: Η περιοχή Orange είναι απαραίτητη για τη δράση της E(spl)m7 in vivo. A-B) Τόσο η Ε(spl)m7VP16 
(Α)  όσο και Ε(spl)m7bHLHVP16 (Β) είναι ικανές για την ενεργοποίηση του GbeB1-lacZ. Γ-∆) Μόνο η 
Ε(spl)m7VP16 (Γ) και όχι η Ε(spl)m7bHLHVP16 (∆) µπορεί να ενεργοποιήσει τον ΕΕ4-lacZ. 
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5.10 Πιθανός ρόλος της περιοχής ενεργοποίησης της µεταγραφής της 
πρωτεΐνης Sc στην καταστολή από E(spl)m7 in vivo. 

 Το ερώτηµα που αναπόφευκτα τίθεται µετά από την ταυτοποίηση των περιοχών 
αλληλεπίδρασης µεταξύ των πρωτεΐνών Sc και E(spl)m7 και την επιβεβαίωση του ρόλου της 
στη µεταγραφή είναι αν τελικά αυτή παίζει κάποιο ρόλο in vivo. Όµως, πριν απαντηθεί αυτό το 
ερώτηµα, πρέπει να ληφθεί υπ’ όψη το γεγονός ότι η πρωτεΐνη Sc δε δρα µόνη της, αλλά 
ετεροδιµερίζεται µε την πρωτεΐνη Da in vivo, η οποία θα µπορούσε να παρέχει µία δεύτερη 
περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής (Quong et al., 1993), όπως άλλωστε και µία 
εναλλακτική επιφάνεια πρόσδεσης – αλληλεπίδρασης µε E(spl) πρωτεΐνες (Alifragis et al., 
1997). Η πειραµατική προσέγγιση βασίστηκε στην υπερέκφραση διαγονιδίων και την 
ανάλυση απόκρισης γονιδίων αναφοράς in vivo. 

 Αρχικά, κατασκευάστηκαν δύο διαγονίδια UAS-Sc, τα οποία κωδικούσαν τις 
πρωτεΐνες Sc1-260 και Sc1-290, τα οποία στερούνταν της καρβοξυτελικής ενεργοποιητικής 
αλληλουχίας της πλήρους έκτασης πρωτεΐνης Sc1-345, είναι όµως ικανές να ετεροδιµερίζονται 
µε την πρωτεΐνη Da βάσει των αποτελεσµάτων του Πίν. 3. Στη συνέχεια αναλύθηκε η 
επίδραση της υπερέκφρασης τους σε σύγκριση µε την επίδραση της υπερέκφρασης αγρίου 
τύπου πρωτεΐνης Scute στην ενεργοποίηση των EE4-lacZ και ac-lacZ γονιδίων αναφοράς, 
απουσία ή παρουσία διαφόρων µορφών E(spl)m7 διαγονιδίων.  

 Στην Εικ. 23 Α – ∆ φαίνεται ότι τα διαγονίδια Sc1-260 Sc1-290 ενεργοποίησαν σε 
µικρότερο βαθµό το EE4-lacZ απ’ότι η Sc1-345, όταν υπερεκφράστηκαν στην περιοχή έκφρασης 
του γονιδίου pnr, (περικλειόµενη από τα παραλληλόγραµµο στην Εικ. 23 Β), πιθανότατα λόγω 
της έλλειψης της ενεργοποιητικής περιοχής της Sc. Πιθανότατα, η µικρή ενεργοποίηση που 
παρατηρείται οφείλεται στην περιοχή ενεργοποίησης της Da, που ετεροδιµερισµένη µε τις 
πρωτεΐνες Sc, προσδένεται στις ρυθµιστικές ακολουθίες του γονιδίου αναφοράς.  

 Η ικανότητα των βραχέων Sc πρωτεΐνών να αλληλεπιδράσουν και να 
στρατολογήσουν την E(spl)m7 στον EE4 ενισχυτή εξετάστηκε µε την επίδραση της 
συνυπερέκφρασης της πρωτεΐνης Sc(1-260) και της E(spl)m7KNEQVP16 στην περιοχή pnr 
(Εικ. 23 Ε – Ζ). Υπενθυµίζεται ότι E(spl)m7KNEQVP16 δεν µπορεί να προσδεθεί σε 
νουκλεοτιδικές αλληλουχίες παρά µόνο µέσω αλληλεπιδράσεων µε προνευρικές πρωτεΐνες. 
Όπως αναµενόταν, η E(spl)m7KNEQVP16 υπερεκφραζόµενη από µόνη της εντείνει την 
έκφραση του EE4-lacZ µόνο στους προνευρικούς συναθροισµούς, όπου η πρωτεΐνη Sc 
εκφράζεται ενδογενώς (Εικ. 23 Ε, κεφαλές βελών). Η συνυπερέκφρασή της δε µε την αγρίου 
τύπου πρωτεΐνη Sc, ενεργοποιεί έντονα και καθολικά το EE4-lacZ, σε αντίθεση µε την ελαφριά 
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µορφή ενεργοποίησης που συνεπάγεται η συνυπερέκφρασή της µε την πρωτεΐνη Sc1-260 (Εικ. 
23 ΣΤ - Ζ). Οι διαφορές γίνονται ακόµα πιο εµφανείς, όταν η έκφραση του EE4-lacZ 
εξετάστηκε σε διαφορετικό ιστό, τους προνυµφικούς σιελογόνους αδένες, υπό συνθήκες 
υπερέκφρασης του ίδιου συνδυασµού διαγονιδίων (Εικ. 23 Η – Ι'). Εποµένως, η 
E(spl)m7KNEQVP16 δεν µπορεί να προσελκυθεί και να προσδεθεί αποτελεσµατικά στον EE4 
ενισχυτή από τη Sc1-260, πιθανότατα λόγω της έλλειψης της περιοχής αλληλεπίδρασης της Sc. 
Στους αναπτυξιακούς δίσκους τουλάχιστον η ύπαρξη της Da είναι ικανή ωστόσο να 
αλληλεπιδράσει σε µικρό βαθµό µε την Ε(spl)m7KNEQVP16. 

 Το παραπάνω φαινόµενο εξετάστηκε επιπλέον µε το ακόλουθο, «αντίστροφο» 
πείραµα, στο οποίo αντί της E(spl)m7KNEQVP16, χρησιµοποιήθηκε η αγρίου τύπου E(spl)m7. 
Αν και η ενεργοποίηση του ΕΕ4-lacZ από τις Sc1-260 και Sc1-290 ήταν µικρή, παρέµεινε 
ουσιαστικά µη καταστάλσιµη από την Ε(spl)m7, εν αντιθέσει µε την έντονη καταστολή του 
EE4-lacZ σε συνθήκες συνυπερέκφρασης Ε(spl)m7 και Sc (Εικ. 23 Κ - Μ).  

 Τα ίδια πειράµατα διεξήχθησαν αναλύοντας  την έκφραση ενός διαφορετικού γονιδίου 
αναφοράς, του ac-lacZ, το οποίο κατευθύνεται από τη δράση του 5' εγγύς ενισχυτή του 
γονιδίου ac. Ο συγκεκριµένος φυσικός ενισχυτής είναι πιο σύνθετος από τον EE4, καθώς 
περιέχει θέσεις πρόσδεσης για περισσότερους µεταγραφικούς παράγοντες, όπως για 
παράδειγµα ετεροδιµερή Da/Sc, E(spl) και Sens  (Martinez et al., 1993, Jafar-Nejad et al., 
2003) και εκφράζεται στο πρότυπο των προνευρικών συναθροισµών. Ανόµοια µε το ΕΕ4-lacZ, 
το γονίδιο ac-lacZ ενεργοποιήθηκε σηµαντικά τόσο από Sc1-345 και Sc1-260 (Εικ. 23 Ν - Ο). όσο 
και όταν συνυπερεκφράστηκαν µε Ε(spl)m7KNEQVP16 (Εικ. 23 Π - Σ). Με άλλα λόγια, η 
περιοχή ενεργοποίησης της Sc είναι µη απαραίτητη στην ενεργοποίηση του γονιδίου 
αναφοράς ac-lacZ, καθώς και στην στρατολόγηση της E(spl)m7 στον ενισχυτή. Άρα η 
αναγκαιότητα του καρβοξυτελικούτελικού τµ’ηµατος της Scute  τόσο για την ενεργοποίηση όσο 
και για τη στρατολόγηση της Ε(spl)m7 εξαρτάται από τον ενισχυτή υπό µελέτη.  

 Το πρότυπο δηµιουργίας εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα ενήλικων 
ατόµων υπό συνθήκες υπερέκφρασης των Sc1-260 και Sc1-290 είναι το ίδιο ενεργές συγκριτικά 
µε την πλήρους έκτασης Sc. Επιπλέον, η συνυπερέκφραση της E(spl)m7 οδήγησε 
ανταγωνίζεται στο ίδιο βαθµό την ενεργότητα των διάφορων Scute πρωτεϊνών. Υπενθυµίζεται 
ότι το πρότυπο των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων είναι αποτέλεσµα συντονισµένης 
δράσης γονιδίων, των οποίων οι εινσχυτές είναι στόχοι τόσο των προνευρικών όσο και των 
Ε(spl). Φαίνεται ότι στα επίπεδα υπερέκφρασης που επιτυγχάνονται µε pnr-GAL4, η 
προσέλκυση µέσω των υπερεκφραζόµενων προνευρικών πρωτεϊνών (παρόντων σε σύµπλοκα 
µε την πρωτεΐνη Da) άλλων παραγόντων-συµπεριλαµβανοµένου και των E(spl)- στους 
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ενισχυτές στόχους καθιστά την τελική καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης Scute µη 
απαραίτητη για την µεταγραφική ρύθµιση (Εικόνα 23 Τ –Χ, Τ'-Χ'). 

 

Εικόνα 23: Η καρβοξυτελική περιοχή της Scute δεν είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση ή τη στρατολόγηση 
της Ε(spl)m7KNEQVP16 ή της E(spl)m7 στα πλαίσια του σύνθετου φυσικού ενισχυτή ή της διαδικασίας 
ανάπτυξης των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα ενήλικων ατόµων Drosophila. Α) Αγρίου τύπου 
πρότυπο έκφρασης του ΕΕ4-lacZ Β-Ζ) Επίδραση της υπερέκφρασης Sc1-345 (Β), Sc1-290 (Γ), Sc1-260 (∆), 
Ε(spl)m7KNΕQVP16 (Ε, Η'), Sc1-345 και Ε(spl)m7KNΕQVP16 (ΣΤ, θ), Sc1-260 και Ε(spl)m7KNΕQVP16 (Ζ, Ι) Sc1-345 
και Ε(spl)m7 (Κ), Sc1-290 και Ε(spl)m7 (Λ) και Sc1-260 και Ε(spl)m7 (Μ) στο πρότυπο έκφρασης του ΕΕ4-lacZ. Η 
καρβοξυτελική περιοχή της Scute είναι υπεύθυνη για την εντονότερη ενεργοποίηση ή τη στρατολόγηση της 
Ε(spl)m7KNEQVP16 ή της E(spl)m7. Ν) Αγρίου τύπου πρότυπο έκφρασης του ac-lacZ Ξ-0) Επίδραση της 
υπερέκφρασης Sc1-345 και Ε(spl)m7KNΕQVP16 (Ξ), Sc1-260 και Ε(spl)m7KNΕQVP16 (Ο) στο ac-lacZ. Τ) Αγρίου 
τύπου πρότυπο κατανοµής των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα Υ-Χ) Επίδραση της 
υπερέκφρασης Sc1-345 (Υ), Sc1-290 (Φ), Sc1-260 (Χ), Τ'-Χ') Υπερέκφραση της Ε(spl)m7 σε γενετικό υπόστρωµα των 
Τ-Χ αντιστοίχως. 
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6 Aποτελέσµατα (Mέρος B) 

6.1 Eξέταση του προτύπου έκφρασης του Hey. 

 Aρχικά, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση του ιστοειδικού προτύπου έκφρασης του 
γονίδιου Hey σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια της Drosophila melanogaster, καθώς µία τέτοια 
ανάλυση τείνει να δώσει αρκετά σηµαντικές ενδείξεις για τη λειτουργία και τη ρύθµιση ενός 
γονιδίου. H ανάλυση βασίστηκε τόσο σε πειράµατα in situ υβριδισµού µε RNA ανιχνευτή, τα 
οποία σε µεγάλο βαθµό πραγµατοποιήθηκαν σε άλλο εργαστήριο (Dr. Annette Preiss, 
Hohenheimn, Stuttgard), αλλά παρατίθενται για την πληερέστερη εικόνα του προτύπου 
έκφρασης του γονιδίου, όσο και σε ιστοχηµικές χρώσεις µε ορό από ανοσοποιηµένα για την 
πρωτεΐνη Hey ποντίκια. O ορός των ανοσοποιηµένων ποντικών δοκιµάστηκε πρώτα για την 
ειδικότητα του σε αναπτυξιακούς δίσκους φτερού, όπου πραγµατοποιήθηκε η υπερέκφραση 
είτε του γονιδίου Hey είτε του γονίδιου deadpan (Eικ. 24 A, B). Aν και τα δύο αυτά γονίδια 
ανήκουν στην ίδια οικογένεια των hairy/E(spl) πρωτεΐνών, o ορός είναι ειδικός για την 
πρωτεΐνη Hey. 

 

Εικόνα 24: H ειδικότητα του αντισώµατος εξετάστηκε σε αναπτυξιακούς δισκους φτερού προνύµφης 3ου 
σταδίου, οι οποίοι υπερεκφράζουν είτε Hey (A) είτε deadpan (B) στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb, 
όπως αυτή περικλείεται από τη λευκή καµπύλη γραµµή. 

6.2 Eµβρυικό πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Hey. 

 Tα πρώτα δείγµατα στα οποία εξετάστηκε το πρότυπο έκφρασης του Hey ήταν έµβρυα 
σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια (Eικ. 25). Eίναι σαφές ότι το πολυκλωνικό αντίσωµα 
ανιχνεύει το ίδιο πρότυπο  έκφρασης µε τα πειράµατα του in situ υβριδισµού (Eικ. 25 K-Λ). 
Πειράµατα in situ υβριδισµού (Eικ. 25 A-∆) αλλά και ανοσοιστοχηµικών χρώσεων (Eικ. 25 E-
I) αποκάλυψαν ότι το Hey αρχικά εκφράζεται σε κύτταρα του KNΣ. Aργότερα κατά την 
εµβρυική ανάπτυξη, η έκφρασή του ανιχνεύεται επιπρόσθετα σε κύτταρα του ΠNΣ (Eικ. 25 Θ, 

A B 
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λευκά βέλη). H έκφραση του Hey παρατηρείται γαι πρώτη φορά κατά τη διάρκεια του στάδιου 
11 (Eικ. 25 E) (ταξινόµηση εµβρυικών σταδίων σύµφωνα µε Hartenstein και Campos-Ortega) 
σε µία σειρά κυττάρων µε χαρακτηριστικό επαναλαµβανόµενο σχήµα σχήµα. Kαθώς η 
πολυπλοκότητα του αναπτυσσόµενου KNΣ αυξάνει µε τη γένεση των νευροβλαστών και την 
πρόσθεση νέων νευρώνων, αυξάνει και η πολυπλοκότητα του προτύπου έκφρασης του Hey.  

Για να διευκρινιστεί ο τύπος των κυττάρων στα οποία παρατηρείται η έκφραση του Hey, 
πραγµατοποιήθηκαν διπλές και τριπλές ανοσοιστοχηµικές χρώσεις έναντι Hey και άλλων 
αντιγόνων, των οποίων η έκφραση αποτελεί χαρακτηριστικό συγκεκριµένων κυτταρικών 
τύπων στο νευρικό σύστηµα της Drosophila.  

 Για να επιβεβαιωθεί ότι το γονίδιο Hey εκφράζεται σε κύτταρα του νευρικού 
συτήµατος, διεξάχθηκε διπλή ανοσοισοχηµική χρώση για την ανίχνευση Hey και LacZ σε 
διάφορων αναπτυξιακών σταδίων έµβρυα ενός διαγονιδιακού στελέχους Drosophila, στο 
οποίο το γονίδιο της lacZ εκφράζεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου scratch. To 
γονίδιο scratch έχει χαρακτηριστέι ως παν-νευρικό, γιατί εκφράζεται σε όλα τα κύτταρα του 
νευρικού συστήµατος ξεκινώντας από τους νευροβλάστες (Emery and Bier 1995). Στην Eικ. 26 
φαίνεται ότι στα κύτταρα που εκφράζουν Hey ο υποκινητής του scratch είναι ενεργός, αφού 
ανιχνεύεται και lacZ. Συνεπώς, τα κύτταρα αυτά αποτελούν συστατικά στοιχεία του KNΣ. 
Eίναι χαρακτηριστικό το γεγονός ότι οι νευροβλάστες παραµένουν προς την επιφάνεια του 
εµβρύου ενώ τα παράγωγα των µιτωτικών τους διαιρέσεων, τα γαγγλιακά µητρικά κύτταρα και 
οι νευρώνες ή/και τα κύτταρα γλοίας, ωθούνται προς το εσωτερικό του εµβρύου. Mε αυτόν τον 
τρόπο οι παλιότεροι νευρώνες είναι πιο εσωτερικά τοποθετηµένοι σε σχέση µε τους 
καινούριους.Tα εσωτερικά τοποθετηµένα, θετικά για την παρουσία της Hey πρωτεΐνης 
κύτταρα φαίνεται να µην είναι λοιπόν νευροβλάστες, οι οποίοι διακρίνονται από το µεγάλο 
τους µέγεθος και την επιφανειακή τους θέση, αλλά παράγωγα αυτών, δηλαδή γαγγλιακά 
µητρικά κύτταρα, νευρώνες ή γλοία. 

 Tο γεγονός ότι η έκφραση του Hey παρατηρείται για πρώτη φορά στο στάδιο 11 (Eικ. 
25 E) αποτελεί επιπλέον ένδειξη ότι το γονίδιο Hey δεν εκφράζεται σε νευροβλάστες. Oι 
πρώτοι νευροβλάστες αρχίζουν να εµφανίζονται κατά το τέλος του σταδίου 8 ως µεγεθυµένα 
(σε σχέση µε τα γειτονικά τους) εκτοδερµικά κύτταρα και αποχωρίζονται από το 
νευροεκτόδερµα στην αρχή του σταδίου 9. Για την επιβεβαίωση αυτής της υπόθεσης 
πραγµατοποιήθηκε διπλή χρώση εµβεύων διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων µε ορό α-Hey και 
πολυκλωνικό αντίσωµα α-Asense (a-Ase). Tο γονίδιο asense εκφράζεται στους νευροβλάστες 
και στα γαγγλιακά µητρικά κύτταρα του εµβρύου (Gonzalez et al 1989, Brand et al 1993, 
Jarman et al 1993). Tα αποτελέσµατα αυτών των χρώσεων φαίνονται στην Eικ. 27 A - Θ. Σε 
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όλα τα αναπτυξιακά στάδια που εξετάστηκαν, δεν υπήρχε ποτέ συνεντοπισµός της πρωτεΐνης 
Hey και Asense, αποδεικνύοντας ότι τα κύτταρα όπου εκφράζεται το γονίδιο Hey δεν είναι 
νευροβλάστες αλλά µάλλον τα παράγωγα αυτών, δηλαδή γαγγλιακά µητρικά κύτταρα ή 
νευρώνες. Στην Eικόνα 27 Z-Θ παρατίθενται µονές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου, από το 
εξωτερικό προς το εσωτερικό αντίστοιχα. Σε αυτές διασαφηνίζεται ότι τα κύτταρα που 
εκφράζουν Hey (χρωµατισµένα πράσινα) βρίσκονται εσωτερικά των asense κυττάρων 
(χρωµατισµένα κόκκινα). 

 Για την περαιτέρω εξακρίβωση της ταυτότητας των Hey εκφραζόντων κυττάρων, 
διεξάχθηκε διπλή ιστοχηµική χρώση για τις πρωτεΐνες Hey και Elav. H πρωτεΐνη Elav είναι 
πυρηνική πρωτεΐνη που προσδένεται σε RNA, µάλλον κατέχει ρόλο στη συρραφή εξωνίων και 
έχει δειχθεί ότι είναι απαραίτητη για τη διαφοροποίηση και τη διατήρηση τού νευρικού 
συστήµατος. Πιο σηµαντικό ακόµα είναι το γεγονός ότι εκφράζεται σε όλους τους 
µεταµιτωτικούς νεύρώνες αµέσως µετα τη γέννησή τους. ∆εν εκφραζεται καθόλου σε 
νευροβλάστες, γαγγλιακά µητρικά κύτταρα ή γλοία (Yao et al 1993). H Eικ. 28 απεικονίζει ένα 
τέτοιο πείραµα. Eίναι φανερό ότι σε ένα υποσύνολο θετικών για Elav πρωτέινη κυττάρων, τα 
οποία δεν µπορεί να είναι παρά µεταµιτωτικοί νευρώνες, ανιχνεύεται έκφραση της πρωτεΐνης 
Hey. Eποµένως, το γονίδιο Hey εκφράζεται σε ένα υποσύνολο νευρώνων, των οποίων όµως η 
ταυτότητα δεν διευκρίνιστηκε περαιτέρω. 

Tέλος, έγινε προσπάθεια να απαντηθεί το ερώτηµα εάν η πρωτεΐνη Hey εντοπίζεται σε 
κύτταρα γλοίας. Γι' αυτό το λόγο πραγµατοποιήθηκε διπλή ανοσοιστοχήµική χρώση σε 
έµβρυα για τις πρωτεΐνες Hey και Repo. H πρωτεΐνη Repo είναι υπεύθυνη για την ανάπτυξη 
και διαφοροποίηση των κυττάρων γλοίας (Xiong et al 1994, Halter et al 1995). Ποτέ δεν 
παρατηρήθηκε συνεντοπισµός των δύο εξεταζόµενων πρωτεΐνών στο ίδιο κύτταρο, 
επιβεβαιώνοντας το προαναφερόµενο συµπέρασµα, ότι δηλαδή το γονίδιο Hey εκφράζεται σε 
ένα υποσύνολο νευρώνων (Eικ. 29). 
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Εικόνα 25: A-∆) Πρότυπο έκφρασης του Hey mRNA σε έµβρυα Drosophila διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων. E-I) Πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Hey µετά από ανοσοιστοχηµική χρώση 
εµβρύων Drosophila διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων. Tα λευκά βέλη στην εικόνα 2Θ υποδεικνύουν τα κύτταρα του ΠNΣ όπου ανιχνεύεται η πρωτεΐνη Hey. K-Λ) Mεγέθυνση τµήµατος του 
KNΣ µετά από ανοσοιστοχηµική χρώση (K) και in situ υβριδισµό (Λ) για Hey. Tα πρότυπα έκφρασης του γονιδίου είναι πανονοιότυπα. 
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Εικόνα 26: Eγκάρσια όψη εµβρύων scratch-lacZ διαγενετικού στελέχους Drosophila µετά από διπλή 
ανοσοιστοχηµική χρώση για lacZ (πράσινο B, E, H) και Hey (κόκκινο Γ, ΣT, Θ). Tα βέλη δείχνουν δύο από τους 
νευροβλάστες του εµβρύου. H Hey πρωτεΐνη ανιχνεύεται στα πιο εσωτερικά scratch κύτταρα. 

 

Εικόνα 27: A-Γ) Kοιλιακή πλευρά εµβρύων όψιµου αναπτυξιακού σταδίου µετά από διπλή ανοσοιστοχηµική 
χρώση για Hey (πράσινο) και Asense (κόκκινο) ∆-E) Mεγέθυνση πλευρικής όψης εµβρύου Z-Θ) Mονές τοµές 
συνεστιακού µικροσκοπίου του ίδιου τµήµατος που απεικονίζεται στο πλαίσιο ∆. Oι τοµές αποµακρύνονται από 
την επιφάνεια του εµβρύου προς το εσωτερικό του (Z>H>Θ αντίστοιχα), αποδεικνύουν ότι δεν ύπάρχει καµµια 
αλληλεπικάλυψη των asense και Hey κυττάρων.  
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Εικόνα 28: Ένα τµήµα του οπίσθιου τµήµατος εµβύου αντίστοιχου µε αυτό που επιδεικνύεται στο πλαίσιο A 
απεικονίζεται στα πλαίσια B, E-Z. Tα κύτταρα στα οποία ανιχνεύεται η πρωτεΐνη Hey είναι κόκκινα (Γ), ενώ οι 
νευρώνες, θετικοί για την πρωτεΐνη Elav, είναι πράσινοι (∆). Στα πλαίσια E-Z απεικονίζονται µονές τοµές 
συνεστιακoύ µικροσκοπίου για να επιβεβαιωθείο συνεντοπισµός της Hey και Elav σε υποσύνολο των νευρώνων.  

 

Εικόνα 29: Tµήµα εµβρυικού KNΣ χρωµατισµένο για Hey (κόκκινο) και Repo (πράσινο) σε µικρότερη (A-Γ) και 
µεγαλύτερη (∆-ΣT) µεγέθυνση. H πρωτεΐνη Hey ποτέ δεν εντοπίζεται σε κύτταρα γλοίας.  
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6.3 Πρότυπο έκφραση του γονιδίου Hey στην προνύµφη. 

 Aνοσοιστοχηµικές χρώσεις πραγµατοποιήθηκαν σε προνύµφες για την ανίχνευση του 
προτύπου έκφρασης του γονιδίού. Aρχικά, διεξάχθηκαν πειράµατα χρώσεων σε 
αναπτυξιακούς δίσκους της προνύµφης. Eάν πράγµατι η πρωτεΐνη Hey ήταν ένας πιθανός 
παράγοντας ετεροδιµερισµού µε τις πρωτεΐνες E(spl), όπως έχει υποτεθεί για τα θηλαστικά 
οµόλογα (βλ. εισαγωγή), αναµενόταν να υπάρχουν ανιχνεύσιµα επίπεδα Hey σε σηµεία όπου 
εκφράζονταν και τα γονίδια του συµπλέγµατος E(spl) και λάµβανε χώρα η διαδικασία της 
πλευρικής αναστολής. Ωστόσο, τέτοια έκφραση δεν παρατηρήθηκε τόσο µε ανοσοιστοχηµικά 
πειράµατα όσο και µε πειράµατα in situ υβριδισµού. Πιθανότατα, το γονίδιο Hey δεν 
εκφράζεται καθόλου στους αναπτυξιακούς δίσκους της προνύµφης 3ου σταδίου, ή τα επίπεδα 
έκφρασης τού γονιδίου είναι ιδιαίτερα χαµηλά. Πρέπει να σηµειωθεί ότι πειράµατα 
ανίχνευσης πρωτεΐνης Hey πραγµατοποιήθηκαν µόνο σε προνύµφες 3ου σταδίου.  

 Έκφραση του γονιδίου ανιχνεύθηκε στο KNΣ της προνύµφης µε ανοσοιστοχηµική 
χρώση. Στην Eικ. 30 φαίνεται το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Hey στο KNΣ προνύµφης 
3ου σταδίου, µετα από ανοσοιστοχηµική χρώση για Asense, πρωτεΐνη-δείκτη των 
νευροβλαστών και γαγγλιακών µητρικών κυττάρων (Gonzalez et al 1989, Brand et al 1993), 
Elav, πρωτεΐνη-δείκτη των νευρώνων (Yao et al 1993) και Hey. Tο γονίδιο Hey εκφράζεται 
έντονα σε κύτταρα των εγκεφαλικών ηµισφαιρίων όσο και στο θωρακικό τµήµα της κοιλιακής 
χορδής. Στο κοιλιακό τµήµα της κοιλιακής χορδής δεν εκφράζεται καθόλου παρά µόνο σε 
κάποια κύτταρα της µέσης γραµµής. 

 Eπικεντρώνοντας στο πρότυπο έκφρασης στο θωρακικό τµήµα της κοιλιακής χορδής 
προκύπτουν ενδιαφέροντα συµπεράσµατα. Όπως και στην περίπτωση του εµβρυικού KNΣ, 
έτσι και στο KNΣ της προνύµφης, η πρωτεΐνη Hey συνεντοπίζεται µε την Elav σε ένα 
υποσύνολο νευρώνων (Eικ. 30 Γ,∆). Eίναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι σε αυτά τα κύτταρα, η 
πρωτεΐνη Elav δεν είναι αυστηρά πυρηνική αλλά η κατανοµή της φαίνεται να είναι πιο διάχυτη 
και κυτταρολασµατική. Aυτά τα κύτταρα έιναι πιθανότατα νεογέννητοι νευρώνες. Aντίθετα, οι 
παλαιότεροι χρονολογικά νευρώνες παρουσιάζουν µία πιο αυστηρή πυρηνική κατανοµή της 
πρωτεΐνης Elav (S. Bray, προσωπική επικοινωνία). H υπόθεση αυτή στηρίζεται και στο 
γεγονός ότι οι περιέχοντες πρωτεΐνη Hey νευρώνες είναι πολύ κοντά τοπολογικά στους 
νευροβλάστες, η παρουσία των οποίων αποκαλύπτεται µετά από χρώση µε α-Asense (Eικ. 30 
E, ΣT). Eίναι εποµένως λογικό να υποτεθεί ότι η Hey πρωτεΐνη εκφράζεται παροδικά στους 
νεογέννητους νευρώνες και µε την ωρίµανσή τους η έκφρασή της εκµηδενίζεται. 
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 Παρόµοια συµπεράσµατα προκύπτουν από ανοσοιστοχηµικές χρώσεις εγκεφάλων 
προνυµφών 3ου σταδίου διαγονιδιακού στελέχους Drosophila, στο οποίο το γονίδιο lacZ 
εκφράζεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου E(spl)mγ. Στην περίπτωση αυτή (Eικ. 
31) και επικεντρώνοντας στο θωρακικό τµήµα της κοιλιακής χορδής, lacZ συσσωρεύεται 
κυρίως στους ευδιάκριτους νευροβλάστες, αλλά ίσως λόγω της εξαιρετικής σταθερότητας που 
επιδεικνύει ως µόριο, ανιχνεύεται σε φθίνουσες ποσότητες στα απόγονα κύτταρα του 
νευροβλάστη, τα  γαγλιακά µητρικά κύτταρα, τα οποία είναι λίγο µικρότερα κύτταρα σε στενή 
επαφή µε το νευροβλάστη, και στα απόγονα, ακόµα µικρότερα, κύτταρα αυτών, δηλαδή τους 
νευρώνες. Eίναι σαφές ότι η πρωτεΐνη Hey είναι συγκεντρωµένη στον πυρήνα κυττάρων που 
είναι µία σειρά κυττάρων µακρύτερα από τον σφαιρικό ευµεγέθη νευροβλάστη, στηρίζοντας 
έτσι την υπόθεση ότι η πρωτεΐνη εκφράζεται σε νευρώνες, που λόγω της µικρή τους 
απόστασης από το νευροβλάστη, µπορεί να είναι νεογέννητοι νευρώνες.  
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Εικόνα 30: Tο KNΣ προνύµφης 3ου σταδίου επωάστηκε µε αντισώµατα έναντι Elav (κόκκινο), Asense (πράσινο), 
Hey (µπλέ) (A). Tο κοιλιακό µέρος του θωρακικού γαγγλίου φαίνεται στο πλαίσιο (B). Στο πλαίσιο ∆ φαίνεται ότι 
τα Hey κύτταρα είναι υποσύνολο των νευρώνων, χρωµατισµένων για την παρουσία Elav (Γ). Oι νευρώνες αυτοί 
σχηµατίζουν χαρακτηριστικές δοµές γύρω από τους νευροβλάστες που είναι χρωµατισµένοι για την παρουσία 
της πρωτεΐνης Asense (E-ΣT). 



Αποτελέσµατα (Μέρος Β) 

 97

 

Εικόνα 31: A)To KNΣ προνύµφης του E(spl)mγ-lacZ διαγενετικού στελέχους Drosophila χρωµατισµένο για την παρουσία lacZ (πράσινο) και Hey (κόκκινο). B) Mεγέθυνση του θωρακικού 
γαγγλίου, Γ,∆) ∆ιαχωρισµένα τα χρώµατα του B, E-H) Mονές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου από το ίδιο δείγµα. Tα βέλη δείχνουν τα πιθανά γαγγλιακά µητρικά κύτταρα, ευρισκόµενα 
δίπλα στο µεγάλο σφαιρικό νευροβλάστη, ενώ δίπλα τους και σε µεγαλύτερη απόσταση από τον νευροβλάστη βρίσκονται οι Hey νευρώνες, υποδεικνυόµενοι από τις κεφαλές των βελών.  
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6.4 Πρότυπο έκφρασης της πρωτεΐνης στο στάδιο της νύµφης. 

 Ένας άλλος ιστός ο οποίος εξετάστηκε για έκφραση του Hey ο αναπτυξιακός δίσκος 
του φτερού 24 ώρες µετά την έναρξη του σταδίου της νύµφης. Στο στάδιο αυτό,έχει 
ολοκληρωθεί η ανάπτυξη και η διαφοροποίηση των πρόδροµων αισθητηρίων κυττάρων του 
περιθωρίου του φτερού. Στην Eικ. 32 φαίνεται ότι το γονίδιο Hey εκφράζεται σε πολύ χαµηλά 
επίπεδα σε νευρώνες, καθώς συνενετοπίζεται µε την πρωτεΐνη GFP, της οποίας η έκφραση 
ελέγχεται από τον µεταγραφικό ενεργοποιητή GAL4 στο πρότυπο του elav υποκινητή. ∆εν 
εντοπίζεται σε κύτταρα γλοίας που εκφράζουν lacZ υπό τον έλεγχο του gcm υποκινητή ή 
άλλου τύπου επικουρικά κύτταρα των αισθητηρίων οργάνων, όπου η lacZ, όταν η έκφρασή 
της ελέγχεται από τον υποκινητή του γονιδίου prospero, βρίσκεται σε υψηλά επίπεδα. 
Aντίθετα, στα κύταρα µε τα χαµηλά επίπεδα lacZ και κατ' επέκταση µε τη χαµηλή 
δραστικότητα τού υποκινητή του prospero, που αντιπροσωπεύουν τους νευρώνες (Gho et al 
1999, Van der Bor and Giangrande 2001) ανιχνεύονται χαµηλά επίπεδα Hey.  

 Συµπερασµατικά, σε όλους τους ιστούς που πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση του 
προτύπου έκφρασης του γονιδίου Hey, αυτό εκφράζεται αποκλειστικά σε νευρώνες. Tο 
πρότυπο µάλιστα έκφραση του γονιδίου στο KNΣ της προνύµφης υπαινίσσεται ότι η έκφραση 
του γονιδίου είναι έντονη αλλά παροδική, µιας και µπορεί να παρατηρείται µόνο σε 
νεογέννητους νευρώνες. 
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Εικόνα 32: Φτερά νύµφης 24 ωρών υπέστησαν ανοσοιστοχηµική χρώση για Hey (σε όλα τα πλαίσια είναι η 
χρώση για Hey είναι µπλε). A) σε φτερά στελέχους elavGal4-UASGFP η GFP εκφράζεται σε όλους τούς 
νευρώνες. H κυτταροπλασµατική της κατανοµή επιιτράπει την παρατήρηση των νευραξόνων. Σε όλα τα κύτταρα 
που είναι νευρώνες, ανιχνεύονται χαµηλά ποσά πρωτεΐνης Hey. ∆) φτερά στελέχους gcm-lacZ, όπου η lacZ 
(κόκκινη) ανιχνεύεται σε προδρόµους των κυττάρων γλοίας, δεν υπαρχει εντοπισµός της πρωτεΐνης Hey σε γλοία 
H) φτερά στελέχους prospero-lacZ, όπου η lacZ (κόκκινη) ανιχνεύεται σε όλα τα κύτταρα της γενεαλογίας των 
αισθητηρίων κυττάρων, η πρωτεΐνη Hey εντοπίζεται σε νευρώνες, όπου επίσης παρατηρούνται χαµηλά επίπεδα 
prospero-lacZ.  B-Γ, E-Z, Θ-I) διαχωρισµός των χρωµάτων των πλαισίων A, ∆, H αντίστοιχα. 
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6.5 Aπόκριση του γονιδίου στο σήµα Notch. 

 Oι περισσότερες µελέτες που διερεύνησαν αν τα οµόλογα γονίδια των σπονδυλωτών 
αποκρίνονται στη σηµατοδότηση Notch, κατέληξαν στη διαπίστωση ότι σε αρκετές 
περιπτώσεις η υπόθεση είναι αληθής. Στην προσπάθεια να εξεταστεί αν κάτι τέτοιο πράγµατι 
ισχύει και στη Drosophila, αποφασίστηκε ότι η καλύτερη προσέγγιση θα ήταν να αναλυθεί το 
πρότυπο έκφρασης του γονιδίου σε συνθήκες που αντιστοιχούν σε απενεργοποίηση του 
Notch µονοπατιού.  

 Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε ένα στέλεχος οµόζυγο για ένα θερµοευαίσθητο 
αλληλόµορφο έλλειψης λειτουργίας του ενδογενούς γονιδίου Notch. Mετατόπιση και 
καλλιέργεια του συγκεκριµένου στελέχους από την επιτρέπουσα στη περιοριστική 
θερµοκρασία περιβάλλοντος είναι αρκετή για την απενεργοποίηση του Notch µονοπατιού. 
Yπό αυτές τις συνθήκες εξετάστηκε το πρότυπο έκφρασης σε όλους τους ιστούς που 
αναφέρθηκαν στο προηγούµενο κεφάλαιο.  

 Σε όλες τις περιπτώσεις (Eικ. 33) η έκφραση του Hey διατηρήθηκε, ενώ ταυτόχρονα η 
έλλειψη του Notch προκάλεσε τους αναµενόµενους φαινοτύπους, όπως αυτοί αποκαλύφθηκαν 
µετά από ανοσοιστοχηµικές χρώσεις για κατάλληλες πρωτεΐνες-δείκτες ταυτότητας κυτταρικών 
τύπων. Στο έµβρυο, απενεργοποίηση του µονοπατιού Notch σε πολύ αρχικό στάδιο προκαλεί 
υπερτροφία του KNΣ, επιδεικνυόµενη από τα υπεράριθµα Elav θετικά κύτταρα, που µάλιστα 
καλύπτουν όλη την επιφάνεια του εµβρύου. Aνάµεσα σε αυτά υπάρχουν κάποια που 
συνεχίζουν να εκφράζουν Hey. Aν και δεν πραγµατοποιήθηκε καµµία ποσοτική ανάλυση όσον 
αφορά στον αριθµό των θετικών για Hey κυττάρων είναι προφανές ότι η έκφραση του Hey 
παραµένει σε ένα υποσύνολο νευρώνων. Eπίσης, ποτέ δεν παρατηρείται σε γλοία κύτταρα, 
θετικά για την έκφραση του Repo, υποδηλώνοντας έτσι ότι η έκφραση του γονιδίου είναι 
στενά συνυφασµένη µε την αναπτυξιακή ταυτότητα των νευρώνων, ακόµα και υπό αυτές τις 
συνθήκες. H έκφραση του Hey διατηρείται στο KNΣ της προνύµφης.και στο περιθώριο του 
φτερού της νύµφης µετά από έλλειψη λειτουργίας του Notch. Άρα η έκφραση του Hey στους 
συγκεκριµένους ιστούς και αναπτυξιακά στάδια δε φαίνεται να εξαρτάται, υπό τις παρούσες 
πειραµατικές συνθήκες, από τη σηµατοδότηση Notch, αν και χρειάζεται περαιτέρω ανάλυση 
για τη διευκρίνηση της σχέσης Notch-Hey. 
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Εικόνα 33: A-∆)Aνοσοιστοχηµική χρώση εµβρύων Nts (µετατοπισµένα µετά από 4 ώρες ανάπτυξης στους 18οC και µεγαλωµένα για περίπου 20 περαιτέρω ώρες στην περιοριστική των 32οC) 
για Hey (κόκκινο), Elav (πράσινο), και Repo(µπλε). H υπερτροφία του νευρικού συστήµατος. λόγω της έλλειψης του Notch, είναι εµφανής. Yπό αυτές τις συνθήκες το Hey παραµένει σε 
κάποιους από τους νευρώνες. E) Aυξηµένος είναι ο αριθµός των Hey νευρώνων κατά µηκος της L1 φλέβας φτερών 24 ωρών νύµφης στελέχους Nts (συγκριση µε Eικ. 10Γ), όταν η 
σηµατοδότηση Notch δεν είναι ενεργή. ΣT, Z, H, Θ, I) Στο τµήµα του θωρακικού γαγγλίου του KNΣ προνύµφης στελέχους Nts, δε φαίνεται να χάνεται η έκφραση του γονιδίού Hey (µπλε) από 
τους Elav (κόκκινο) νευρώνες. Oι νευροβλάστες φαίνονται πράσινοι για την παρουσία της Asense πρωτεΐνης.  
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7 Συζήτηση (µέρος Α) 

 Oι δύο διακριτές, τόσο από δοµικής όσο και από λειτουργικής απόψεως, οµάδες των 
bHLH πρωτεϊνών, των προνευρικών και των Ε(spl), όπου ανήκουν η πρωτεΐνη Scute και 
E(spl)m7 αντίστοιχα, ανταγωνίζονται µεταξύ τους κατά τη διάρκεια της νευρογένεσης. Οι µεν 
προνευρικές προάγουν τη νευρογένεση οι δε E(spl) πρωτεΐνες την καταστέλλουν. H 
ανταγωνιστική σχέση µεταξύ τους έχει διατηρηθεί κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, καθώς 
παρατηρείται και στα θηλαστικά. H ακριβής ωστόσο φύση του µηχανισµού αυτού δεν είχε 
διασαφηνιστεί. Ήταν γνωστό µέχρι στιγµής ότι οι E(spl) πρωτεΐνες κατέστειλαν τη δραστικότητα 
των προνευρικών πρωτεϊνών σε µεταγραφικό επίπεδο.  

 Eφαρµόζοντας τη τεχνική των Jimenez et al (1997), η οποία συνίσταται στη µετατροπή 
των E(spl)m7, E(spl)mγ και E(spl)mδ πρωτεϊνών από µεταγραφικούς καταστολείς σε 
µεταγραφικούς ενεργοποιητές, κατέστη δυνατή η εξαγωγή συµπερασµάτων σχετικά µε 
ορισµένες πτυχές του τρόπου λειτουργίας των E(spl) πρωτεϊνών. Kατ' αρχάς έγινε σαφές ότι: 

• οι E(spl) πρωτεΐνες καταστέλλουν τα γονίδια-στόχους των προνευρικών. 

• H ικανότητά τους αυτή βασίζεται τόσο στην πρόσδεσή τους σε EB/EC/N αλληλουχίες όσο 
και στην ικανότητά τους να αλληλεπιδρούν µε ήδη προσδεδεµένα σε EA αλληλουχίες 
ετεροδιµερή Da/Sc. Η αλληλεπίδρασή τους µε το σύµπλοκο Da/Sc βασίζεται στην 
αλληλεπίδραση της αµινοτελικής περιοχής τους µε την καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης 
Scute (παρούσα εργασία) και της περιοχής Orange µε την αµινοτελική περιοχή της πρωτεΐνης 
Da (Ιωάννα Ζαρίφη, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

• Σε όλες τις περιπτώσεις, οι E(spl) φαίνεται να συµπεριφέρονται ως ενεργοί καταστολείς, 
διότι η κατασταλτική τους λειτουργία είναι πλήρως εξαρτηµένη από την παρουσία του 
συγκαταστολέα Groucho. H παρατήρηση αυτή µάλλον εκµηδενίζει τις πιθανότητες των E(spl) 
πρωτεϊνών να δρουν ως bHLH αρνητικοί ρυθµιστές κατηγορίας V, όπως για παράδειγµα η 
πρωτεΐνη Emc. 

7.1 Στόχοι της δράσης των E(spl) πρωτεϊνών. 

 Aν και θεωρείται ότι οι E(spl) πρωτεΐνες καταστέλλουν τη νευρογένεση µέσω της 
καταστολής της µεταγραφής των προνευρικών πρωτεϊνών, στην παρούσα διατριβή αποδείχθηκε 
ότι στην περίπτωση των πρωτεϊνών E(spl)m7 (και E(spl)mγ) η κατασταλτική τους δράση επί της 
γένεσης των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων εκδηλώνεται ακόµη και παρουσία υψηλών 
επιπέδων, εξωγενώς παρεχόµενης προνευρικής πρωτεΐνης Scute (Εικ. 8). H παραπάνω 
παρατήρηση είναι αληθής ακόµα και στο επίπεδο της δραστικότητας συγκεκριµένων γονιδίων, 
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ρυθµιζόµενων θετικά από ετεροδιµερή Da/Sc (Εικ. 12). Αυτό συνηγορείται από την παρατήρηση 
ότι οι υπερεκφραζόµενες E(spl) πρωτεΐνες δεν καταστέλλουν την ενδογενή έκφραση του γονιδίου 
achaete, αλλά καταστέλλουν πλήρως τα γονίδια στόχους των προνευρικών πρωτεϊνών, όπως 
αυτό αντανακλάται από την καταστολή των γονιδίων SMC-lacZ,  EE4-lacZ (Culi and Modolell 
1998, Giagtzoglou et al 2003) 

 Aν ληφθεί υπ' όψη ότι τα γονίδια SMC-lacZ και EE4-lacZ αντιπροσωπεύουν τη 
δραστικότητα βασικών αυτορυθµιστικών στοιχείων της έκφρασης των προνευρικών γονιδίων 
και µία απλουστευµένη έκδοσή τους αντιστοίχως, αµέσως γίνεται φανερό ότι υπάρχει ένα 
αρχικά παράδοξο φαινόµενο. Aπό τη µία τα γονίδια E(spl) δρουν µόνο επί των γονιδίων στόχων 
των προνευρικών αλλά από την άλλη είναι σίγουρο ότι δρουν και επί των ρυθµιστικών 
ενισχυτών των προνευρικών. Η υπερέκφραση του γονιδίου E(spl)m7 µειώνει την έκφραση του 
αc στο SOP, αλλά δε µειώνει το γενικότερο πρότυπο έκφρασης του στους προνευρικούς 
συναθροισµούς (Εικ. 12). 

 H ερµηνεία που µπορεί να δοθεί για την παρατήρηση αυτή προκύπτει από την 
επισκόπηση της γονιδιακής ρύθµισης των προνευρικών γονιδίων στους προνευρικούς 
συναθροισµούς στον αναπτυξιακό δίσκο του φτερού. Tο πρότυπο έκφρασης των προνευρικών 
γονιδίων σε όλα τα κύτταρα του προνευρικού συναθροισµού καθορίζεται αρχικά από τη 
συνδυασµένη δράση µεταγραφικών παραγόντων επί συγκεκριµένων ενισχυτών στη ρυθµιστική 
τους περιοχή. Σε αυτούς τους ενισχυτές δε δρα το σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch και εποµένως 
ούτε οι πρωτεΐνες E(spl) (Gomez-Skarmeta et al 1995). H έκφραση των προνευρικών γονιδίων 
περιορίζεται τελικά µόνο στο πρόδροµο αισθητήριο όργανο που θα επιλεγεί µεταξύ των 
κυττάρων του προνευρικού συναθροισµού και αυτό στην ουσία επιτυγχάνεται µέσω του θετικά 
αυτορυθµιστικού ενισχυτή SMC του γονιδίου scute, στον οποίο προσδένονται τα 
ενεργοποιητικά ετεροδιµερή Da/Sc. Στα γειτονικά κύτταρα, τα οποία δεν ακολουθούν τελικά τη 
νευρική τύχη, "υποτασσόµενα" τελικά στο ανασταλτικό σήµα µέσω Notch, ο SMC ενισχυτής 
είναι ο πραγµατικός στόχος των E(spl) πρωτεϊνών καταστέλλουν τη δράση του (Culi and 
Modolell 1998). Tο ίδιο ισχύει και για ένα ενισχυτή του achaete γονιδίου (Martinez et al 1993). 
Όντας οι παραπάνω ενισχυτές αυτορυθµιστικοί, θα µπορούσε λοιπόν να θεωρηθούν ως 
µεταγραφικοί στόχοι των προνευρικών γονιδίων και κατ' επέκταση µία ειδική περίπτωση του 
συµπεράσµατος ότι οι E(spl) πρωτεΐνες δρουν επί των γονιδίων στόχων των προνευρικών 
γονιδίων και όχι επί αυτών των ίδιων.  

 H µετατροπή των E(spl) πρωτεϊνών σε µεταγραφικούς ενεργοποιητές µε αντικατάσταση 
της περιοχής αλληλεπίδρασής τους µε το συγκαταστολέα Groucho από την ισχυρή µεταγραφικά 
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ενεργοποιητική περιοχή VP16 και υπερέκφρασή τους σε γενετικό υπόβαθρο έλλειψης 
λειτουργίας των achaete-scute γονιδίων ενεργοποιεί το µονοπάτι της νευρογένεσης (Εικ. 16). 
∆εν είναι βέβαιο αν το επιτυγχάνουν µέσω της ενεργοποίησης όλων των εκείνων των 
απαραίτητων για τη νευρογένεση γονίδιων, που κανονικά ενεργοποιούνται από τα προνευρικά 
ή απλά ενεργοποιούν την έκφραση του asense, τα οποίο µπορεί να δράσει ως προνευρικό 
γονίδιο (Dominguez and Campuzano 1993) ή/και άλλων γονιδίων, π.χ lethal of scute (που 
κανονικά δεν εκφράζεται στον αναπτυξιακό δίσκο του φτερού) και senseless,  τα οποία µε τη 
σειρά τους θα δροµολογήσουν τα ανάλογα κυτταρικά γεγονότα προς τη νευρογένεση. ∆εν είναι 
µε άλλα λόγια σίγουρο εάν στο συγκεκριµένο πείραµα, το αποτέλεσµα της υπερέκφρασης των 
χιµαιρικών E(spl) πρωτεϊνών διοχετεύεται µέσα από ένα ή περισσότερα γονίδια. H εξακρίβωση 
αυτής της πιθανότητας είναι δυνατόν να γίνει εάν το ίδιο πείραµα πραγµατοποιηθεί σε κύτταρα 
µε έλλειψη λειτουργίας όλων των bHLH γονιδίων του γονιδιακού συµπλόκου achaete-scute. 

7.2 ∆ιπλός τρόπος δράσης των E(spl) πρωτεϊνών επί των γονιδίων 
στόχων. 

 Eίναι σαφές από τα παραπάνω ότι η ενεργοποίηση γονίδιων από τα ετεροδιµερή Da/Sc 
συνεπάγεται την ύπαρξη αντίστοιχων EA θέσεων πρόσδεσης στις ρυθµιστικές περιοχές τους. 
Στην παρούσα εργασία έγινε επίσης κατανοητό ότι οι ίδιες θέσεις, στις οποίες προσδένονται οι 
µεταγραφικοί ενεργοποιητές, είναι ικανές για την έµµεση πρόσδεση των E(spl) καταστολέων. 
Yπενθυµίζοντας ότι η πρόσδεση των E(spl) πρωτεϊνών σε αλληλουχίες EB/E C/N είναι πολύ καλά 
χαρακτηρισµένη, προτείνεται ότι οι E(spl) πρωτεΐνες είναι ικανές να προσδένονται στο DNA είτε 
άµεσα στις αλληλουχίες που έχουν προαναφερθεί ότι αναγνωρίζουν είτε έµµεσα στις EA 
αλληλουχίες µέσω των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µε τις προνευρικές πρωτεΐνες, χωρίς οι 
πιθανότητες αυτές να είναι αµοιβαία αποκλειόµενες.  

 Πράγµατι, αποδείχθηκε, όπως προβλέπεται από ένα τέτοιο µοντέλο δράσης, ότι η 
ικανότητα πρόσδεσης στο DNA των E(spl) πρωτεϊνών δεν είναι απαραίτητη για τη 
στρατολόγηση τους από τις προνευρικές πρωτεΐνες (Εικ. 12, 13, 14). H ικανότητά τους να 
καταστέλλουν το γονίδιο αναφοράς EE4-lacZ είναι άµεση συνάρτηση της ικανότητάς τους να 
αλληλεπιδρούν µε τις προνευρικές πρωτεΐνες (Εικ. 12), Oι Alifragis et al (1997) είχαν 
διαπιστώσει διαφορές µεταξύ των διαφόρων E(spl) γονιδίων όσον αφορά την ικανότητά τους να 
αλληλεπιδρούν µε τις προνευρικές πρωτεΐνες σε σύστηµα δύο υβριδίων στο σακχαροµύκητα. H 
E(spl)mδ, συγκεκριµένα, δε φάνηκε να αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη Daughterless ή κάποια 
από τις προνευρικές πρωτεΐνες. H έλλειψη της ικανότητας αυτής επιβεβαιώνεται και στο in vivo 
σύστηµα, όπου πραγµατοποιήθηκαν τα πειράµατα της παρούσας εργασίας. H E(spl)mδ δεν 
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είναι ικανή να καταστείλει τη δραστικότητα του EE4-lacZ γονιδίου αναφοράς (Εικ. 12), καθώς 
δεν είναι ικανή να στρατολογηθεί από τις προνευρικές πρωτεΐνες. Σε αντίθεση µε την E(spl)mδ, 
οι πρωτεΐνες E(spl)m7 και E(spl)mγ είναι ικανές να αλληλεπιδρούν µε τις προνευρικές πρωτεΐνες 
σε σύστηµα δύο υβριδίων και να πετυχαίνουν in vivo την καταστολή του γονιδίου αναφοράς 
EE4-lacZ λόγω αυτής της ιδιότητάς τους (Εικ. 12). Eίναι σηµαντικό να τονιστεί ότι στο 
µηχανισµό της έµµεσης πρόσδεσης των E(spl) πρωτεϊνών παίζουν βασικό ρόλο οι προνευρικές 
πρωτεΐνες Ac και Sc, αφού µεταλλαγές έλλειψης λειτουργίας στα γονίδια αυτά καταργούν τη 
στρατολόγηση των E(spl)VP16 πρωτεϊνών (Εικ. 13). Eνώ οι µεταλλαγές αυτές δεν επηρεάζουν 
την καθολικά εκφραζόµενη πρωτεΐνη Da, φαίνεται ότι αυτή δεν είναι ικανή για την προσέλκυση 
των E(spl) πρωτεϊνών από µόνη της, ίσως διότι δεν είναι ικανή να προσδεθεί σε ΕΑ αλληλουχίες  
ως οµοδιµερές in vivo (καθώς προσδένεται παρά πολύ λίγο in vitro σύµφωνα µε τους Jarman et 
al 1993) και να σχηµατίσει την απαιτούµενη επιφάνεια αλληλεπίδρασης µε τις E(spl) πρωτεΐνες.  

 Oι δύο µηχανισµοί µε τους οποίους οι E(spl) πρωτεΐνες προσδένονται στο DNA δεν 
φαίνεται να είναι αµοιβαία αποκλειόµενοι. Θέσεις πρόσδεσης των E(spl) πρωτεϊνών βρίσκονται 
πάντα σε γειτονία µε θέσεις πρόσδεσης των προνευρικών παραγόντων (Culi and Modolell 1998, 
Emery and Bier 1995, Jarman et al 1993; Ohsako et al., 1994; Van Doren et al. 1994). Είναι 
επίσης σηµαντικό το γεγονός ότι η περιοχή πρόσδεσης των E(spl) πρωτεϊνών είναι ιδιαίτερα 
συντηρηµένη εξελικτικά. Eαν η πρόσδεση στο DNA των πρωτεϊνών αυτών δεν ήταν απαραίτητη 
για τη λειτουργία τους θα αναµενόταν η έλλειψη εξελικτικής πίεσης να οδηγούσε στον εκφυλισµό 
της αντίστοιχης ιδιότητας. Eπιπλέον, µία σειρά αποτελεσµάτων αποδεικνύει ότι τελικά οι E(spl) 
πρωτεΐνες είναι ικανές να προσδένονται στις ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων στόχων τους. 
Πιο αναλυτικά, η συνέκφραση E(spl)mδ και προνευρικής πρωτεΐνης Scute έχει ως αποτέλεσµα 
την µερική παρεµπόδιση των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων (Εικ. 8). Αυτό ερµηνεύεται ως 
ότι η E(spl)mδ είναι ικανή να προσδένεται στις αντίστοιχες θέσεις πρόσδεσής της στις 
ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων-στόχων των προνευρικών ενεργοποιητών, αφού είναι 
ανίκανη για έµµεση πρόσδεση στο DNA µέσω των ήδη προσδεδεµένων συµπλόκων. 
Παράλληλα, παρατηρήθηκε ότι υπερέκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης E(spl)m7VP16 είναι 
ικανή να οδηγήσει στη δηµιουργία, έστω περιορισµένου, αριθµού εξωτερικών αισθητηρίων 
οργάνων απουσία των ενδογενών γονιδίων achaete και scute (Εικ. 16). Aντίθετα, µία 
µεταλλαγµένη έκδοση της παραπάνω χιµαιρικής πρωτεΐνης, η E(spl)m7KNEQVP16, η οποία 
έχει χάσει την ικανότητα της πρόσδεσης της στο DNA, δεν µπορεί να προκαλέσει το ίδιο 
αποτέλεσµα (Εικ. 16). Συµπερασµατικά, οι E(spl) πρωτεΐνες είναι ικανές να προσδένονται στο 
DNA για την καταστολή των γονιδίων στόχων, αλλά ταυτόχρονα ορισµένες από αυτές κατέχουν 
την ιδιότητα να προσέρχονται στις ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων, των οποίων την 
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έκφραση καλούνται να ρυθµίσουν, µέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µε άλλους 
µεταγραφικούς παράγοντες.  

 Tο φαινόµενο των πολλαπλών τρόπων προσέλκυσης και επαφών κατά την γονιδιακή 
ρύθµιση από τις E(spl) πρωτεΐνες παρέχει τη δυνατότητα µίας εναλλακτικής θεώρησης από 
λειτουργικής απόψεως τόσο των E(spl) όσο και των προνευρικών πρωτεϊνών. Oι µεν δεν είναι 
µόνο καταστολείς αλλά και συγκαταστολείς, οι δε δεν είναι µόνο µεταγραφικοί ενεργοποιητές 
αλλά ταυτόχρονα είναι απαραίτητοι παράγοντες για τη µεταγραφική καταστολή των γονιδίων 
στόχων τους. Άλλωστε, πρέπει να υπενθυµιστεί ότι η διττή αυτή φύση των µεταγραφικών 
παραγόντων παρατηρείται και σε άλλες περιπτώσεις, όπως για παράδειγµα στις περιπτώσεις 
των πρωτεϊνών Dorsal και HNF4, που µπορεί να δράσουν σαν µεταγραφικοί καταστολείς υπό 
ορισµένες συνθήκες (Dubnikoff et al 1997, Ktistaki and Talianidis 1997), υποδηλώνοντας 
περαιτέρω ότι το φαινόµενο αυτό µπορεί να είναι ιδιαίτερα συχνό. 

7.3 Ανάλυση του αλληλεπίδρασης των Ε(spl)m7 και της Sc πρωτεϊνών. 

Η ακριβής φύση της ανταγωνιστικής λειτουργίας των δύο πρωτεϊνών φαίνεται να βασίζεται στην 
αλληλεπίδρασή τους. Η ανάλυση που εφαρµόστηκε για την ταυτοποίηση των περιοχών 
αλληλεπίδρασης µεταξύ των δύο πρωτεϊνών και τη διαλεύκανση της λειτουργίας τους οδήγησε 
στα παρακάτω συµπεράσµατα: 

• η καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης Scute είναι η, πιθανότατα η µόνη, περιοχή 
ενεργοποίησης της µεταγραφής (Εικ. 19). 

• η πρωτεΐνη Scute αλληλεπιδρά µέσω της τελικής, 25 αµινοξέων έκτασης, καρβοξυτελικής 
περιοχής, µε την bHLH περιοχή της Ε(spl)m7 πρωτεΐνης (Πίν. 3, Εικ. 18, 20). 

• επιβεβαιώνεται ότι η καταστολή µέσω Ε(spl)m7 είναι ενεργή, απαιτεί δηλαδή το 
συγκαταστολέα Groucho (Εικ. 21) και πιθανότατα να απαιτεί και την ακέραια περιοχή Orange 
(Εικ. 21, 22) 

• η αλληλεπίδραση αυτή είναι σηµαντική in vivo, όπως αποκαλύπτεται από την µελέτη 
ελάχιστων τεχνητών ενισχυτών, βάσει των οποίων µπορεί να αποµονωθεί µία από τις πτυχές 
της σύνθετης γονιδιακής ρύθµισης που πιθανότατα πραγµατοποιείται σε πιο περίπλοκους 
φυσικούς ενισχυτές (Εικ. 23). 
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7.4 Η σηµασία της αλληλεπίδρασης µεταξύ του καρβοξυτελικού άκρου της 
πρωτεΐνης Scute και της bHLH περιοχής της πρωτεΐνης Ε(spl)m7.  

 Οι φυσικοί ενισχυτές είναι οργανωµένοι κατά τέτοιο τρόπο που ευνοείται η 
στρατολόγηση πολλαπλών πρωτεϊνικών παραγόντων, οι οποίοι τελικά θα συγκροτήσουν ένα 
ενισχυόσωµα. Η γονιδιακή ρύθµιση βασίζεται - µεταξύ άλλων - στη ρύθµιση της συγκρότηση 
και της λειτουργίας του ενισχυοσώµατος (Merika and Thanos 2001). Για παράδειγµα, στην 
περίπτωση της γονιδιακής ρύθµισης από τις προνευρικές πρωτεΐνες, έχει ήδη περιγραφεί ότι 
στους ενισχυτές των γονιδίων στόχων τους µπορεί να παίζουν σηµαντικό ρυθµιστικό ρόλο 
πρωτεΐνες όπως οι Senseless (Nolo et al 2000, Jafar-Nejad et al 2003), Sis-a (Erickson and 
Cline, 1993) και οι µη ταυτοποιηµένοι ακόµα παράγοντες που προσδένονται σε αλληλουχίες α 
και β, όπως αυτές που βρίσκονται στον ενισχυτή SMC του γονιδίου scute (Culi et al 1998).  

 H σηµασία των 25 καρβοξυτελικών αµινοξέων της πρωτεΐνης Scute είχε, µέχρι στιγµής, 
υποτιµηθεί, αν και η περιοχή αυτή είναι εξελικτικά συντηρηµένη όχι µόνο µεταξύ διαφόρων 
πρωτεϊνών-µελών της οικογένειας των προνευρικών αλλά και µε οµόλογες πρωτεΐνες από άλλα 
Φύλα (Εικ. 19). Οι Hinz et al (1994) προτείνουν ότι η περιοχή αυτή δεν είναι απαραίτητη για τη 
λειτουργία µίας άλλης προνευρικής πρωτεΐνης, της L’sc. Πιο συγκεκριµένα, ένα διαγονίδιο που 
αποτελείται µόνο από τη βασική περιοχή πρόσδεσης στο DNA της πρωτεΐνης L’sc, είναι ικανό 
να προωθήσει την δηµιουργία εκτοπικών αισθητηρίων οργάνων στην ίδια περίπου έκταση µε 
την αγρίου τύπου, πλήρους µήκους, πρωτεΐνη. Η ερµηνεία που δόθηκε ήταν ότι αρκεί η βασική 
περιοχή της πρωτεΐνης L’sc, ώστε αυτή να µπορέσει να ετεροδιµεριστεί µε την πρωτεΐνη Da. Το 
ετεροδιµερές των Da/L’sc θα µπορούσε να προσδεθεί σε ρυθµιστικές αλληλουχίες γονιδίων 
στόχων και να συντονίσει τη συγκρότηση του ενισχυοσώµατος που θα ενεργοποιούσε την 
έκφραση συγκεκριµένων γονιδίων-στόχων, που µε τη σειρά της θα προκαλούσε την εκτοπική 
ανάπτυξη των αισθητηρίων οργάνων.  

 Τα αποτελέσµατα των Hinz et al (1994) εν µέρει επιβεβαιώνονται από τα αποτελέσµατα 
της παρούσας εργασίας. Εάν, µε σκοπό να εκτιµηθεί ο ρόλος της περιοχής ενεργοποίησης της 
πρωτεΐνης Scute, χρησιµοποιηθεί το ίδιο πειραµατικό σύστηµα (το οποίο βασίζεται στην 
ανάπτυξη εκτοπικών αισθητηρίων οργάνων στο θώρακα του ενήλικου ατόµου Drosophila, όταν 
υπερεκφράζονται συγκεκριµένα διαγονίδια), το αποτέλεσµα είναι ότι η µεταλλαγµένες πρωτεΐνες 
Sc1-260 και Sc1-290 είναι ικανές στον ίδιο βαθµό µε του αγρίου τύπου, πλήρους µήκους, πρωτεΐνη 
Sc, να προωθήσουν την ανάπτυξη εκτοπικών αισθητηρίων οργάνων (Εικ. 23), όµοια µε ότι 
συµβαίνει µε τη L’sc. Το ίδιο ικανές είναι επίσης στο να ενεργοποιήσουν την έκφραση γονιδίων 
ανταποκριτών από φυσικούς ενισχυτές, όπως ο εγγύς υποκινητής του  γονιδίου achaete (Εικ. 
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23). Ωστόσο, φαίνεται ότι η τελική περιοχή της πρωτεΐνης Scute παίζει ιδιαίτερο ρόλο τόσο στην 
ενεργοποίηση της µεταγραφής όσο και στην καταστολή της (από το προσελκυόµενο πρωτεϊνικό 
σύµπλεγµα καταστολέων, κυρίως αποτελούµενο από τις πρωτεΐνες E(spl)m7 και Groucho), όταν 
η δράση της εκτιµάται σε διαφορετικό πειραµατικό σύστηµα, το οποίο βασίζεται στη χρήση 
απλουστευµένων ρυθµιστικών στοιχείων έκφρασης γονίδίων αναφοράς (UAS-tk-luc και EE4-
lacZ) in vivο (Εικ. 19, 20).  

 Η παραπάνω αντίθεση ουσιαστικά πιθανότατα οφείλεται στη φύση των υπό µελέτη 
ενισχυτών. Η ακρίβεια και η ειδικότητα στη ρύθµιση της απόκρισης των γονιδίων στόχων στις 
εντολές µεταγραφής από το ενισχυόσωµα επιτυγχάνεται ακριβώς επειδή στο ενισχυόσωµα κατά 
κανόνα επικρατούν πολύπλευρες και πολυδύναµες πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, οι οποίες 
ευνοούνται στην περίπτωση των σύνθετων φυσικών ενισχυτών. Έχει επίσης ήδη τονιστεί ότι η 
διάταξη, ο αριθµός και η απόσταση των θέσεων πρόσδεσης των µεταγραφικών παραγόντων σε 
ένα φυσικό ενισχυτή προσθέτει ακόµα ένα επίπεδο ελέγχου στη ρύθµιση της µεταγραφής. 
Συνεπώς, όταν χρησιµοποιούνται απλουστευµένα στοιχεία αναφοράς, όπως το UAS-tk-luc στα 
πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης ή το ΕΕ4-lacZ στα in vivo πειράµατα ανοσοιστοχηµικής 
χρώσης, η περιπλοκότητα της ρύθµισης µειώνεται λόγω της αντίστοιχης µείωσης στον αριθµό 
των πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες για την απόκριση των αντίστοιχων γονιδίων. Με αυτόν 
τον τρόπο, µπορεί κανείς να αποµονώσει µία συγκεκριµένη πρωτεϊνική περιοχή και να 
αποδώσει σε αυτή συγκεκριµένο ρόλο, όπως έγινε µε την ταυτοποίηση της καρβοξυτελικής 
περιοχής της πρωτεΐνης Scute ως περιοχή µεταγραφικής ενεργοποίησης και αλληλεπίδρασης µε 
την πρωτεΐνη Ε(spl)m7. Αντίθετα, όταν η δράση των διάφορων παραγόντων εκτιµάται είτε µε το 
αποτέλεσµα µιας ολόκληρης αναπτυξιακής διαδικασίας, δηλαδή της ανάπτυξης εξωτερικών 
αισθητηρίων οργάνων, στην οποία µάλιστα ακόµα δεν έχουν διευκρινιστεί σε µεγάλο ποσοστό 
τα γονίδια τα οποία παίζουν ρόλο είτε µε την απόκριση ενός σύνθετου ενισχυτή όπως ο SMC ή 
ο εγγύς υποκινητής του  γονιδίου achaete, τότε πρέπει να ληφθεί υπ΄ όψη ότι εξετάζεται 
συνολικά η δράση ενός ολόκληρου ενισχυοσώµατος, που πιθανότατα έχει την ικανότητα να 
παρακάµπτει τη λειτουργία µιας συγκεκριµένης πρωτεΐνης ή περιοχής.  

 Η εξελικτική συντήρηση της καρβοξυτελικής περιοχής της Scute πιθανότατα 
αντιπροσωπεύει τη συντήρηση της λειτουργίας της, και σε άλλες πρωτεΐνες-µέλη της ευρύτερης 
οικογένειας των προνευρικών πρωτεϊνών, στη Drosophila και στα σπονδυλωτά. Αν και τίποτα 
δεν έχει βρεθεί ακόµα για τη καρβοξυτελική περιοχή της Mash1 πρωτεΐνης, υπάρχουν δεδοµένα 
που υποστηρίζουν ότι πρωτεϊνική αλληλεπίδραση µεταξύ Mash1 και Hes1 πρωτεϊνών είναι 
υπεύθυνη για την ανταγωνιστική τους δράση. Οι Castella et al (1999) έδειξαν ότι η Mash1 
προωθεί και η Hes1 καταστέλλει την νευρική διαφοροποίηση καλλιεργούµενων νευρικών 
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προδρόµων κυττάρων αρουραίου. Η συνέκφρασή τους επίσης καταστέλλει τη διαφοροποίηση 
των κυττάρων, γεγονός που αποδεικνύει ότι ο ανταγωνισµός επιτελείται σε µετά-µεταγραφικό 
επίπεδο. Η ικανότητα της Hes1 πρωτεΐνης να ανταγωνίζεται τη Mash1 δεν εξαρτάται από την 
ικανότητά της να προσδένεται στο DNA και γι’ αυτό το λόγο µπορεί να υποτεθεί ότι είναι αρκετό 
να αλληλεπιδράσει η Hes1 µε την περιοχή της µεταγραφικής ενεργοποίησης της Mash1 για να 
ασκήσει τη κατασταλτική της λειτουργία. 

 Από την άλλη µεριά, τίθεται το ερώτηµα σχετικά µε τα µέλη µιας συγκεκριµένης 
υποοικογένειας προνευρικών πρωτεϊνών, της Ato/Ngn υποοικογένειας, που φαίνεται να 
στερείται της συγκεκριµένης πρωτεϊνικής αλληλουχίας (Quan et al 1994, Hassan and Bellen 
2000). Αν και η περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής δεν έχει ανακαλυφθεί ακόµα στις 
πρωτεΐνες αυτής της οικογένειας, θα ήταν εξαιρετικά ενδιαφέρον αν επίσης η αλληλεπίδρασή 
τους µε E(spl) πρωτεΐνες σχετίζονταν µε την καταστολή της δράσης τους στη διαδικασία της 
νευρικής διαφοροποίησης. Μέχρι στιγµής, η αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης Atonal µε δύο 
διαφορετικές E(spl) πρωτεΐνες σε σύστηµα δύο υβριδίων (Alifragis et al 1997) δείχνει προς αυτή 
την κατεύθυνση. 

 Αναφορικά µε την ειδικότητα της αλληλεπίδρασης από τη µεριά των E(spl) πρωτεϊνών, 
είναι φανερό ότι αυτή περιορίζεται µόνο σε ορισµένα µέλη του συµπλόκου, όπως έχει δειχτεί 
αρχικά από την ανάλυση σε σύστηµα δύο υβριδίων (Alifragis et al 1997) και in vivo (Giagtzoglou 
et al 2003). Είναι ιδιαίτερα σηµαντικό όµως, ότι η περιοχή αλληλεπίδρασης της E(spl)m7 
πρωτεΐνης χαρτογραφείται στην περιοχή bHLH και όχι στην Orange περιοχή. Η τελευταία είναι 
σηµαντική για τη λειτουργία των HES πρωτεϊνών (Dawson et al 1995, Castella et al 2000). Οι 
Dawson et al (1995) προτείνουν βάσει πειραµάτων ανταλλαγής περιοχών µεταξύ των 
πρωτεϊνών E(spl)m8 και Hairy ότι η πρωτεΐνη Hairy είναι ικανή να καταστείλει την 
διαµεσολαβούµενη από Sc ενεργοποίηση του πρώιµου υποκινητή του γονιδίου Sxl , διότι 
µπορεί να αλληλεπιδρά µέσω της Orange περιοχής της µε την πρωτεΐνη Sc. O ίδιος υποκινητής 
δεν µπορεί να κατασταλεί από την πρωτεΐνη Ε(spl)m8. Η παραπάνω ερµηνεία µπορεί να µην 
είναι σωστή. Οι Alifragis et al (1997) έδειξαν ότι ούτε η Hairy ούτε η E(spl)m8 αλληλεπιδρά µε 
την πρωτεΐνη Scute σε σύστηµα δύο υβριδίων. Υπό αυτές τις προϋποθέσεις, είναι πιθανό η 
ειδικότητα της καταστολής του πρωίµου υποκινητή Sxl από τη πρωτεΐνη Hairy να βασίζεται στην 
µέσω Orange αλληλεπίδραση µε άλλους ενεργοποιητές που είναι γνωστό ότι δρουν πάνω στον 
υποκινητή, π.χ. η πρωτεΐνη Sis-a (Erickson and Cline 1993). Η υπόθεση αυτή ισχυροποιείται, 
εάν ληφθεί υπ’ όψη ότι η πρωτεΐνη E(spl)m8 ασκεί την κατασταλτική της δράση επί της 
διαδικασίας της νευρογένεσης, κυρίως µέσω της αλληλεπίδρασής της µε την πρωτεΐνη 
Senseless (Jafar-Nejad et al 2003). Η αλληλεπίδραση πραγµατοποιείται µέσω της Orange 
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περιοχής της E(spl)m8. Η µεταλλαγή ορισµένων αµινοξέων της περιοχής Orange της E(spl)m7, 
συντηρηµένων µεταξύ Ε(spl)m7 και E(spl)m8 δεν επηρέασε καθόλου την αλληλεπίδραση µεταξύ 
Ε(spl)m7 και Scute και συνεπώς η κατασταλτική δραστικότητα της Ε(spl)m7 παρέµεινε στα ίδια 
επίπεδα, ενώ µεταλλαγές των αµινοξέων αυτών στην αλληλουχία της Ε(spl)m8 κατήργησαν την 
αλληλεπίδρασή της µε τη Senseless πρωτεΐνη. Τα αποτελέσµατα αυτή ωθούν προς τη σκέψη 
ότι, γενικότερα ίσως οι Hes πρωτεΐνες, να έχουν αναπτύξει πολλαπλές περιοχές πρωτεινικών 
αλληλεπιδράσεων, οι οποίες θα διευκολύνουν τη στρατολόγησή τους και τη σταθεροποίησή 
τους στα σχηµατισµένα πάνω σε φυσικούς ενισχυτές ενισχυοσώµατα. Μπορούν να 
αλληλεπιδρούν µε τις προνευρικές πρωτεΐνες µέσω της bHLH περιοχής και µε άλλους 
ενεργοποιητές, πως η πρωτεΐνη Senseless ή Sis-a ή Da (Iωάννα Ζαρίφη, αδηµοσίευτα 
αποτελέσµατα) µέσω της Orange περιοχής. 

 Πάντως, τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από την υπερέκφραση της πρωτεΐνης 
E(spl)m7bHLHVP16 (στην οποία λείπει η Orange περιοχή) και τη χρήση της Ε(spl)m7∆Orange 
πρωτεΐνης σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης S2 κυττάρων υποδεικνύουν ένα πιθανό ρόλο 
για την Orange περιοχή. Προκαταρκτικά αποτελέσµατα από πειράµατα υστέρησης 
ηλεκτροφορητικής κινητικότητας µε µεταφρασµένη in vitro πρωτεΐνη Ε(spl)m7∆Orange δείχνουν 
ότι η Orange περιοχή είναι απαραίτητη για το διµερισµό των Ε(spl) πρωτεϊνών και (άρα) για την 
πρόσδεσή τους στο DNA (Kωστής Kουµπανάκης, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Στην περίπτωση 
βέβαια της in vivo υπερεκφραζόµενης E(spl)m7bHLHVP16 παρατηρείται ότι αυτή µπορεί να 
διµεριστεί, να προσδεθεί στο GbeB1 ενισχυτή και να τον ενεργοποιήσει. Η υπερέκφρασή της, 
καθώς και η παρουσία της VP16 δυνατής ενεργοποιητικής περιοχής µπορεί ίσως να καλύπτει 
διαφορές µε την πλήρους µήκους E(spl)m7VP16 στη δύναµη πρόσδεσης στον εν λόγω ενισχυτή. 
Παρ’ όλα αυτά, προκαλεί εντύπωση το γεγονός ότι η bHLH περιοχή δεν µπορεί να 
ενεργοποιήσει τον EE4 ενισχυτή in vivo. Παράλληλα, αν και η πρωτεΐνη E(spl)m7∆orange δεν 
ανιχνεύθηκε ποτέ ανοσολογικά σε πρωτεινικά εκχυλίσµατα διαµολυσµένων κυττάρων, η 
παραδοχή της υποτιθέµενης λειτουργικότητας της και σε συνδυασµό µε τα in vivo δεδοµένα 
παραπέµπει στο συµπέρασµα ότι συνολικά η περιοχή Orange µπορεί να επιτελεί σηµαντικό 
σταθεροποιητικό ρόλο για τη διαµόρφωση του µορίου ή ακόµα και ρυθµιστικό επί των 
ενδοµοριακών ή/και διαµοριακών πρωτεινικών αλληλεπιδράσεων της E(spl)m7. 

 Από τη στιγµή που η E(spl)m7 αλληλεπιδράσει µε την πρωτεΐνη Scute και προσελκυθεί 
στη ρυθµιστική αλληλουχία του εκάστοτε υπό µελέτη γονιδίου, φαίνεται ότι απαιτείται ακόµα ένα 
στάδιο για τη επίτευξη της µεταγραφικής καταστολής, το οποίο δεν είναι άλλο από τη 
στρατολόγηση του συγκαταστολέα Groucho (Εικ. 17, 21). 
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7.5 Συνέπειες για τον µηχανισµό της πλευρικής αναστολής.  

 Oι φυσικοί ενισχυτές στόχοι των προνευρικών γονιδίων περιέχουν πολλών τύπων 
αλληλουχίες για την πρόσδεση των E(spl) πρωτεϊνών, των προνευρικών ενεργοποιητών αλλά 
και άλλων παραγόντων, ταυτοποιηµένων και µη. Oρισµένοι από αυτούς τους ενισχυτές 
εκφράζονται µόνο στον νευρικό πρόδροµο κύτταρο π.χ. των γονιδίων asense, senseless, 
deadpan, ενώ άλλοι εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα του προνευρικού συναθροισµού π.χ 
scabrous, αν και η ποιοτική σύσταση τους σε θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων δε 
διαφέρει µεταξύ τους. Εφ’ όσον οι πρωτεΐνες E(spl) είναι δυνατόν να στρατολογούνται σε ΕΑ 
θέσεις πρόσδεσης από τις προνευρικές, πως επιτυγχάνεται η ειδικότητα της απόκρισης 
ορισµένων φυσικών ενισχυτών στην παρουσία των Ε(spl) πρωτεϊνών?  

 Για παράδειγµα, ο τεχνητός ενισχυτής EE4, αν και αποκαταστέλλεται κατά την απουσία 
των ενδογενών E(spl) πρωτεϊνών, που σηµαίνει ότι υπό κανονικές συνθήκες ρυθµίζεται από 
αυτές, κανονικά εκφράζεται εξίσου σε όλα τα κύτταρα ενός προνευρικού συναθροισµού. Aπό 
την άλλη µεριά, ένας διαφορετικός τεχνητός ενισχυτής, ο SRVN-∆147-181, που αποτελεί 
µεταλλαγµένη έκδοση του SMC ενισχυτή κατά την έννοια ότι, όπως και ο EE4 ενισχυτής, 
στερείται πλήρως των θέσεων πρόσδεσης των E(spl) πρωτεϊνών, εκφράζεται µόνο στο 
µελλοντικό ΠAO και καθόλου στα γειτονικά κύτταρα του προνευρικού συναθροισµού, 
ανταποκρίνεται δηλαδή στη σηµατοδότηση Notch (Culi and Modolell 1998). Στην περίπτωση 
αυτή, η προφανώς µεγαλύτερη πολυπλοκότητα του ενισχυτή παραπέµπει στην υπόθεση ότι η 
πρόσδεση επιπρόσθετων, µη ταυτοποιηµένων, παραγόντων στον εν λόγω ενισχυτή ευνοεί 
τελικά το σχηµατισµό µεταγραφικά κατασταλτικών πρωτεϊνικών συµπλεγµάτων στα E(spl) 
περιέχοντα κύτταρα. Πιθανές θέσεις πρόσδεσης για τέτοιους παράγοντες µπορεί να είναι οι 
αλληλουχίες τύπου α και β, όπως χαρακτηριστικά έχουν ονοµαστεί από τους Culi and Modolell 
(1998), οι οποίες µάλιστα είναι εξελικτικά συντηρηµένες (Culi and Modolell 1998). Μερικά 
µάλιστα από τα πειράµατα που έχουν πραγµατοποιηθεί για τον EE4 ενισχυτή έχουν διεξαχθεί 
και µε ένα άλλο παρόµοιο συνθετικό ενισχυτή, τον EEα4. H γενικότερη απόκριση του είναι ίδια 
ποιοτικά µε τον ενισχυτή EE4, αλλά ποσοτικά φαίνεται να είναι ιδιαιτέρως πιο έντονη. 
Yπάρχουν µάλιστα (αδηµοσίευτα) δεδοµένα σύµφωνα µε τα οποία µπορεί να υποτεθεί ότι ο 
παράγοντας που προσδένεται στην αλληλουχία τύπου α να αλληλεπιδρά µε το συγκαταστολέα 
Groucho. Άλλωστε είναι γνωστό ότι ο συγκαταστολέας Groucho είναι ικανός να αλληλεπιδρά µε 
πολλούς παράγοντες για να αποκτήσει πρόσβαση στον υπό ρύθµιση ενισχυτή (Valentine et al 
1998).  
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 Άρα η ακριβής θέση και διάταξη των θέσεων πρόσδεσης των διάφορων ρυθµιστικών 
παραγόντων παίζει σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία των αντίστοιχων πρωτεϊνικών 
συµπλεγµάτων και στην τελική ρύθµιση της γονιδιακής απόκρισης στο σήµα της πλευρικής 
αναστολής. Aπό αυτή την άποψη, η αλληλεπίδραση των E(spl) και προνευρικών πρωτεϊνών, 
µπορεί να ευνοείται µόνο υπό κατάλληλες προϋποθέσεις και να έχει ως αποτέλεσµα το 
σχηµατισµό τριτοταγών συµπλόκων πρωτεϊνών-DNA, που επηρεάζουν περαιτέρω τις 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ των παραγόντων της µεταγραφικής µηχανής. Θεωρητικά, οι E(spl) 
πρωτεΐνες µπορεί να δρούν in vivo µε οποιοδήποτε από τους δύο τρόπους (ή και µε τους δύο) 
που περιγράφηκαν παραπάνω. Aκόµα πιο ενδιαφέρον πάντως εµφανίζεται το ενδεχόµενο, να 
προσδένονται αρχικά στις αντίστοιχες θέσεις πρόσδεσής τους και σε "δεύτερο χρόνο" να 
ενισχύεται η πρόσδεσή τους κατά τρόπο συνεργατικό µέσω των πρωτεϊνικών αληλεπιδράσεων 
µε τους παρακείµενους µεταγραφικούς ενεργοποιητές. H στενή γειτονία που παρατηρείται 
µεταξύ των θέσεων πρόσδεσης των E(spl) και των προνευρικών πρωτεϊνών συνηγορεί προς 
αυτή την κατεύθυνση. H κύρια συνέπεια της συνεργατικότητας δε θα µπορούσε να είναι άλλη 
από έντονη µεταγραφική απόκριση των γονιδίων στόχων των προνευρικών πρωτεϊνών στα 
ευµετάβλητα ενδογενή επίπεδα των E(spl) πρωτεϊνών που µεταδίδουν το σήµα της πλευρικής 
αναστολής. 

7.6 Μελλοντικές προοπτικές. 

 Αφού τα γονίδια E(spl) δρούν επί των γονιδίων-στόχων των προνευρικών, η ανακάλυψή 
τους θα διαφωτίσει άγνωστες πτυχές  της νευρογένεσης αλλά και εν γένει της γονιδιακής 
ρύµισης. Η ειδικότητα και αποτελεσµατικότητα της τελευταίας φαίνεται επίσης να είναι 
συνάρτηση της αλληλεπίδρασης των Ε(spl) πρωτεϊνών τόσο µε την πρωτεΐνη Da, µέσω της 
περιοχής Orange των πρώτων και της αµινοτελικής περιοχής ενεργοποίησης της τελευταίας 
(Ιωάννα Ζαρίφη αδηµοσίευτα αποτελέσµατα), όσο και µε την πρωτεΐνη Scute. Περαιτέρω 
ανάλυση µπορεί να αποκαλύψει κάποιο ιδιαίτερο ρόλο της, συντηρηµένης εξελικτικά, περιοχής 
Orange στη ρύθµιση της µεταγραφής, πέρα από το διµερισµό. Τέλος, διεξάγονται ήδη 
προσπάθειες για την ταυτοποίηση επιπρόσθετων παραγόντων που µπορεί να εµπλέκονται στη 
ρύθµιση των προνευρικών γονιδίων από το Notch σηµατοδοτικό µονοπάτι, π.χ. του α 
παράγοντα. 
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8 Συζήτηση (µέρος Β) 

8.1 Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Hey. 

 Η εξέταση του προτύπου έκφρασης της πρωτεΐνης Hey πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 
ορού ποντικών, ανοσοποιηµένων για την πρωτεΐνη, που προηγουµένως είχε παραχθεί και 
αποµονωθεί από βακτήρια E.coli. Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου αποκαλύφθηκε ως 
ιδιαίτερα δυναµικό και πιο σηµαντικά, ειδικό για υποσύνολο νευρώνων του ΚΝΣ και του ΠΝΣ 
(Εικ. 24 - 32). 

Ιδιαίτερα, η έκφραση του γονιδίου στο θωρακικό γάγγλιο του ΚΝΣ της προνύµφης του τρίτου 
σταδίου, η σύγκριση της θέσης και του µεγέθους των θετικών για την πρωτεΐνη Hey κυττάρων 
σε σχέση µε τη θέση και το µέγεθος των νευροβλαστών (θετικών για την E(spl)mγ πρωτεΐνη) και 
τη θέση και το µέγεθος των σωµάτων των νευρώνων (θετικών για την παρουσία του αντιγόνου 
Elav) οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η πρωτεΐνη Hey εκφράζεται έντονα αλλά παροδικά σε 
καποιους νεοδηµιουργηθέντες νευρώνες και εξαφανίζεται µε την πάροδο του χρόνου και την 
ωρίµανση των  νευρώνων (Εικ. 31).  

8.2 To γονίδιο Hey ως άµεσος µεταγραφικός στόχος του Notch. 

 Το πείραµα που πραγµατοποιήθηκε για να απαντηθεί η ερώτηση εάν το γονίδιο Hey 
είναι άµεσος µεταγραφικός στόχος του µονοπατιού Notch στηρίχθηκε στη χρήση ενός 
θερµοευαίσθητου αλληλοµόρφου του γονιδίου Notch. Στελέχη Drosophila, οµόζυγων για το 
συγκεκριµένο αλληλόµορφο, αναπτύχθηκαν σε περιοριστική θερµοκρασία και στη συνέχεια 
εξετάστηκε η κατανοµή της πρωτεΐνης τόσο σε έµβρυα όσο και στο ΚΝΣ της προνύµφης και στο 
ΠΝΣ της αρχικών σταδίων της νύµφης. Σε όλες τις περιπτώσεις, ενώ η υπερπλασία του 
νευρικού συστήµατος επιβεβαιώνει την έλλειψη λειτουργίας του µονοπατιού Νotch, η πρωτεΐνη 
Hey συνεχίζει να είναι παρούσα. Συνεπώς, η έκφρασή της δεν ρυθµίζεται από τη σηµατοδότηση 
Notch, όπως άλλωστε συµβαίνει σε αρκετές περιπτώσεις σύµφωνα µε µελέτες σε σπονδυλωτά 
(βλ. εισαγωγή), µε τις παρακάτω βέβαια έντονες  επιφυλάξεις: 

• Η µεταλλαγή Νts που χρησιµοποιήθηκε δεν είναι µεταλλαγή πλήρους έλλειψης 
λειτουργίας. Μπορεί κάποια βασική δραστικότητα του γονιδίου να παραµένει ακόµα και µετά 
την πολύωρη ανάπτυξη των προνυµφών πρώτου σταδίου σε προνύµφες τρίτου σταδίου ή κατά 
τις 24 πρώτες ώρες της ανάπτυξης των νυµφών. Ειδικά µάλιστα για τα έµβρυα, θα µπορούσε 
επιπροσθέτως να υπάρχει δόση Notch µητρικής προέλευσης. Σε όλες τις περιπτώσεις, η 
εναποµένουσα Notch λειτουργία µπορεί να µην είναι ικανή να συντονίσει τη σωστή ανάπτυξη 
του νευρικού συστήµατος, είναι όµως πιθανό να αρκεί για την διατήρηση της έκφρασης του 
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γονιδίου Hey. Σε αυτή την περίπτωση, θα έπρεπε να εξεταστεί η έκφραση του γονιδίου σε 
διάφορα γενετικά υποστρώµατα πλήρους έλλειψης λειτουργίας Notch, ιδανικά δε να εξεταστεί 
σε κλώνους κυττάρων που είναι οµόζυγα για µεταλλαγές έλλειψης λειτουργίας, ώστε να 
αποφευχθεί η γενικότερη επίδραση της έλλειψης σηµατοδότησης στην ανάπτυξη του 
οργανισµού. 

• Η πρωτεΐνη Hey έχει υπό αυτές τις γενετικές συνθήκες µεγάλη διάρκεια ζωής αλλά 
ουσιαστικά η µεταγραφή του γονιδίου έχει διακοπεί. Η εξακρίβωση αυτής της πιθανότητας θα 
ήταν δυνατή µετά από σύγκριση του προτύπου έκφρασης της πρωτεΐνης µε το πρότυπο 
έκφρασης του αντίστοιχου mRNA του γονιδίου στις ίδιες συνθήκες. Η in vivo µελέτη της 
δραστικότητας του υποκινητή µε τη βοήθεια γονιδίων αναφοράς είναι µία επιπλέον µέθοδος της 
εξακρίβωσης της σχέσης σηµατοδότησης Notch και έκφρασης γονιδίου Hey. Η επισκόπηση 
πάντως του γενώµατος της Drosophila µε τη βοήθεια αλγορίθµου SCORE µε σκοπό την 
ταυτοποίηση πιθανών γονιδίων στόχων του µεταγραφικού παράγοντα Su(H), και άρα του 
µονοπατιού Notch, έδειξε ότι στο δεύτερο εσόνιο του γονιδίου Hey βρίσκεται σύµπλεγµα θέσεων 
πρόσδεσης Su(H) (Rebeiz et al 2002).  

• Η σηµατοδότηση Notch µπορεί να συνδέεται µε την έκφραση του γονιδίου σε µια πιο 
συγκεκριµένη αναπτυξιακή διαδικασία, αυστηρά ορισµένης χωρικά και χρονικά, όπως για 
παράδειγµα ο καθορισµός της κυτταρικής τύχης σε µία πολύ συγκεκριµένη γενεαλογία νευρικών 
κυττάρων. Ίσως επιβάλλεται η πιο λεπτοµερής χωροχρονική ανάλυση του προτύπου έκφρασης 
του γονιδίου Hey ιδιαίτερα σε νευρώνες των οποίων η ταυτότητα µπορεί εύκολα να 
πιστοποιηθεί, δίνοντας προτεραιότητα σε γενεαλογίες που εξαρτώνται σε κάποιο στάδιο από 
σηµατοδότηση Notch. 

• Η γενικότερη έκφραση του γονιδίου µπορεί να εξαρτάται από πολλαπλά σηµατοδοτικά 
µονοπάτια, των οποίων η πιθανή εξισορροπητική δράση δεν επιτρέπει την παρατήρηση 
οποιαδήποτε µεταβολών στο επίπεδο βέβαια της ανάλυσης που εφαρµόστηκε στη παρούσα 
εργασία.  

8.3 Η λειτουργία του γονιδίου Hey. 

 Καθώς το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Hey περιορίζεται στο νευρικό σύστηµα, 
φαίνεται να µην έχει συντηρηθεί ο ρόλος του στη καρδιογένεση. Με πειράµατα εκτοπικής 
υπερέκφρασης είτε κωδικού είτε dsRNA (RNAi) in vivo εκτιµήθηκε, µετά από κατάλληλες 
ανοσοιστοχηµικές χρώσεις, ο αριθµός και η µορφολογία των νευρώνων, καθώς και το πρότυπο 
έκφρασης το γονιδίου asense σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια και ιστούς, κυρίως στο ΚΝΣ  του 
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τρίτου προνυµφικού σταδίου. ∆εν παρατηρήθηκε καµµία µεταβολή στις παραπάνω ιδιότητες σε 
καµµία από τις εξεταζόµενες περιπτώσεις. Σε ορισµένες περιπτώσεις µε τη χρήση 
συγκεκριµένων GAL4 στελεχών, είτε για την υπερέκφραση Hey είτε dsRNA, παρατηρείται 
θνησιµότητα. Kανένα ασφαλές συµπέρασµα δεν µπορεί να διατυπωθεί για τη λειτουργία του 
γονιδίου in vivo.  

 Η ανάλυση έχει παρεµποδιστεί από το γεγονός ότι δεν υπάρχουν αποµονωθεί 
µεταλλαγές του γονιδίου, παρά το γεγονός ότι ολοένα αυξανόµενος αριθµός γονιδίων 
µεταλλάσσεται µέσω µιας συντονισµένης συνεχούς προσπάθειας µε P µεταθετά στοιχεία. Είναι 
πιθανό η συγκεκριµένη περιοχή να είναι cold-spot  για ένθεση P µεταθετών στοιχείων.  

 Περαιτέρω ανάλυση θα εστιαστεί στη µελέτη των θετικών για Hey νευρώνων και στη 
λεπτοµερέστερη ανάλυση των φαινοτύπων που προκύπτουν µε την υπερέκφραση του γονιδίου 
ή του dsRNA. Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει η πιθανότητα να υπάρχει συνέργεια µε τις Ε(spl) 
πρωτεΐνες, καθώς φαίνεται (χωρίς να έχει τεκµηριωθεί επακριβώς) ότι και ορισµένες µπορεί να 
εκφράζονται σε κάποιους µεταµιτωτικούς νευρώνες.  
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